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ABSTRACT 
The ink of cuttlefish is a delicious food very appreciated in Italy and in Mediterranean 
area, nevertheless this food hasn’t been known by hygienic point of view. In scientific 
literature there are no data about its chemical composition as well as their microbiological 
features. We only know that the flesh of cuttlefishes could contain very high levels of heavy 
metals, but we haven’t any data about their “ink”. This is the first study on cuttlefish ink like 
food. We study this material by microbiologic point of view analyzing 95 samples of fresh 
cuttlefish ink from Adriatic sea. We performed also chemical investigation of 75 samples of 
ink and other 75 samples of muscle from Adriatic sea, Egean sea, Atlantic ocean and Indian 
ocean, determining the levels of the most relevant heavy metals, such as Hg, Pb, Cd, Cr, As 
and Fe. The aim of this study has been to establish if cuttlefish ink could be the target tissue 
for some bacterial pathogens for human beings and if it could accumulates heavy metals like 
digestive gland.  
Our results demonstrate that cuttlefish ink is not dangerous to human health because it 
doesn’t contain pathogens and it doesn’t accumulate metals like muscle. 
 
 
SOMMARIO 
Il “Nero di Seppia” è una prelibatezza gastronomica apprezzata in Italia e in generale 
nell’area mediterranea, tuttavia nulla si conosce di tale alimento da un punto di vista 
igienico-sanitario. Fino ad oggi non esistevano studi scientifici che documentassero le 
caratteristiche centesimali, chimico-fisiche e microbiologiche del nero di seppia. Alla luce di 
queste considerazioni, tale studio si prefigge l’obbiettivo di approfondire le conoscenze sulla 
seppia per quanto riguarda l’inchiostro: valutare la presenza di eventuali microrganismi 
patogeni e la possibile concentrazione di metalli pesanti.  
Il nero di seppia è stato prelevato in sterilità da 93 seppie, Sepia officinalis, catturate nel 
Mare Adriatico nei mesi di Maggio/Luglio 2011, 2012 e 2013. Si è determinata la 
composizione centesimale del nero di seppia e su 93 campioni si sono condotte analisi 
microbiologiche per valutarne le caratteristiche igienico-sanitarie. In 75 campioni di nero, 
provenienti dal Mar Adriatico, dal Mar Egeo, dall’Oceano Atlantico e dall’Oceano Indiano, 
infine, si è eseguita la determinazione dei principali metalli pesanti (Pb, Cd, Hg, As, Cr, Fe) 
confrontando i risultati con quelli ottenuti dalle parti edibili delle stesse seppie.  
Da questo studio, si è evidenziato come non sono presenti particolari microrganismi 
patogeni per l’uomo e complessivamente i metalli pesanti non si concentrano nella sacca del 
nero. 
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1  INTRODUZIONE 
Oggi i pesci, i molluschi e i crostacei sono la principale fonte di proteine nobili che l’uomo 
ha al mondo. Circa 154 milioni di tonnellate di prodotti della pesca vengono consumate ogni 
anno nel mondo. Le risorse marine possono sembrare enormi e inesauribili, ma non è così: 
dal 2002 al 2011 la quantità di pesce catturato è scesa da 93 a poco più di 90 milioni di 
tonnellate. Sotto la spinta delle crescenti richieste, si è registrato un forte incremento 
dell’acquacoltura le cui produzioni sono aumentate da 40 a 60 milioni di tonnellate/anno.  
La crescente domanda da parte dei consumatori e il notevole sfruttamento delle risorse 
marine fino al loro depauperamento, hanno indotto a diversificare la tipologia di pescato 
considerando quelle “risorse marine non convenzionali” in cui vengono inclusi anche i 
Cefalopodi. Tale interesse per nuove “fonti” di pesca si è evidenziato con l’aumento 
vertiginoso delle catture di cefalopodi negli ultimi 30 anni: da 1 milione di tonnellate nel 
1970 a più di 3 milioni di tonnellate nel 2001. La rapida espansione della pesca di queste 
specie richiede un maggior livello di conoscenze scientifiche in merito alla biologia e 
all’ecologia di questi animali, ma anche riguardo alla microbiologia, alla capacità di 
bioaccumulare contaminanti ambientali e quindi alla sicurezza igienico-sanitaria dei prodotti 
ittici che ne derivano. 
I pesci, ma soprattutto i molluschi e i crostacei, fanno parte della nostra dieta quotidiana 
fin dagli albori preistorici della specie umana e la grandissima varietà di specie ittiche 
consumate e di preparazioni di pesce che sono state ideate, testimoniano il profondo ruolo 
che i prodotti ittici hanno nella nostra alimentazione e nella nostra vita. 
Non tutti i prodotti alimentari sono pericolosi in egual misura per la salute umana. Si è 
dimostrato che gli alimenti a base di carni fresche o prodotti derivati sono più a rischio, 
tuttavia i prodotti vegetali e quelli della pesca sono al secondo posto come causa di malattia 
alimentare nell’uomo.  
I prodotti ittici sono tra loro molto distinti. Le specie ittiche sono centinaia di migliaia ma 
soltanto 3500 sono quelle che l’uomo utilizza come alimento: pesci di grossa e di piccola 
mole, crostacei e molluschi (gasteropodi, cefalopodi e molluschi bivalvi). Data la varietà di 
prodotti della pesca i pericoli igienico sanitari che ne derivano sono tra loro molto 
diversificati. Pertanto in alcuni prodotti ittici, come gli sgomberiformi, uno dei maggiori 
pericoli può essere rappresentato dalla trasmissione di parassiti zoonosici come le larve di 
Anisakis  e dalla formazione di sostanze chimiche come l’istamina; mentre in altri prodotti 
della pesca, come i molluschi bivalvi, può assumere un’importanza rilevante la presenza di 
batteri come Salmonella, Escherichia coli e Vibrio o virus agenti di malattia alimentare come 
il virus dell’epatite infettiva di tipo E e il Norovirus. 
I Cefalopodi sono prodotti della pesca a cui si è prestato particolare interesse solo negli 
ultimi anni, essi sono molluschi ben diversi dai molluschi lamellibranchi poiché non sono 
filtratori e possono essere anch’essi causa di malattia alimentare. La crescente pesca e 
l’aumentato consumo di tale classe di animali sono spiegabili anche in relazione alla buona 
fonte di proteine e lipidi che essi rappresentano, oltre ad essere una buona alternativa alle 
sempre più sfruttate risorse marine (Sykes et al., 2006). 
Nei nostri mercati ittici, oltre ai cefalopodi freschi provenienti dai Mari Adriatico e 
Tirreno, sempre più spesso osserviamo la vendita di cefalopodi congelati provenienti da 
paesi tropicali o equatoriali. L’importazione di tali prodotti da paesi così lontani, con livelli di 
igiene generale ambientale molto inferiori e sistemi sanitari nazionali molto semplificati 
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rispetto all’UE, conduce a considerare la possibilità di passaggio di  pericoli igienico sanitari 
extracomunitari nel nostro paese. 
I Cefalopodi possono veicolare alcuni batteri come Vibrio enteropatogeni, Salmonella ed 
E.coli (Bertini, 2004), inoltre possono accumulare metalli pesanti e residui come Piombo, 
Cadmio, Mercurio e Arsenico poiché è aumentato il grado di polluzione ambientale in tutti i 
mari del mondo (Miramand, 2006). Tuttavia le conoscenze finora acquisite sui pericoli 
igienico sanitari dei molluschi Cefalopodi riguardano o la parte edibile del mollusco intesa 
come la componente muscolare (il mantello dell’animale) o la ghiandola digestiva (sede 
d’accumulo di metalli pesanti) escludendo quindi il resto dei visceri, tra cui la sacca del nero.  
Tale organo contenente un pigmento piceo, il nero appunto, è presente in tutti i 
Cefalopodi ma solo quello proveniente dalla seppia è utilizzato nella nostra alimentazione. 
L’uso alimentare del nero è diffuso in Italia e nei paesi dell’area Mediterranea e pone tale 
prodotto in una nuova ottica rispetto a tutti i precedenti studi scientifici a suo riguardo 
(biochimici, etologici ecc…), ovvero lo si considera “alimento” ed essendo proveniente dalla 
seppia si può definire un “prodotto della pesca”. Pertanto in tale studio verranno considerati 
gli aspetti igienico sanitari e i possibili problemi connessi al consumo alimentare di questo 
prodotto senza poter disporre di precedenti valutazione scientifiche.  
Questo infatti è il primo lavoro scientifico in cui il nero viene studiato e analizzato come 
alimento dato che, fino ad oggi, non è esistito in letteratura nessun studio condotto da tale 
punto di vista. Quello che verrà presentato in questa tesi è il frutto di un lavoro d’equipe 
scrupoloso e attento, durato ben tre anni, che si propone di gettare le basi per futuri 
approfondimenti di questa materia. 
Considerando il nero di seppia come un alimento a tutti gli effetti, lo si è analizzato da un 
punto di vista sia microbiologico, ricercando patogeni come Salmonella, Listeria e Vibrio, che 
chimico-fisico, valutando la composizione centesimale e la presenza di residui di metalli 
pesanti come Pb, Cd, Fe, As, Hg e Cr. L’obbiettivo che ci si è proposti, oltre a quello di capire 
da cosa è formato questo alimento, è stato quello di definire se il nero di seppia poteva 
veicolare microrganismi potenzialmente patogeni per l’uomo ed essere una sostanza 
contaminata da metalli pesanti. 
Per Piombo, Cadmio e Mercurio sono definiti dei limiti residuali negli alimenti dal 
Regolamento CE 1881/06. Tuttavia questa legge stabilisce i criteri ufficiali per la quantità di 
residui presenti nella sola parte edibile dei cefalopodi, senza considerare la massa di visceri 
che potrebbe avere quantitativi anche maggiori. Quindi l’attenzione della legislazione è 
focalizzata sulla componente muscolare del mollusco, dimenticando, involontariamente, che 
anche il contenuto della sacca, il nero di seppia, è utilizzato come alimento sia in Italia che in 
altri paesi dell’Unione Europea. Pertanto si è considerato il nero di seppia come parte edibile 
e sottoposta agli stessi limiti di residui della controparte muscolare.  
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2 FABBISOGNI E CONSUMI DEI PRODOTTI DELLA PESCA 
L’aumento della popolazione umana ha condotto all’incremento della richiesta di prodotti 
della pesca e alla diversificazione delle specie ittiche catturate iniziando a considerare 
maggiormente i Cefalopodi.  
Nel 2010 l’attività di pesca e l’acquacoltura hanno fornito circa 148 milioni di tonnellate di 
prodotti della pesca nel mondo (per un valore complessivo di 217,5 miliardi di dollari), di cui 
circa 128 milioni destinate al consumo umano. Nel 2011 si prevedeva un aumento della 
produzione di 154 milioni di tonnellate, di cui 131 destinate all'alimentazione umana  
(Tabella 2.1). Negli ultimi cinquant’anni grazie alla continua crescita produttiva ittica, 
soprattutto dovuta all’acquacoltura, e all’ampliamento dei canali di distribuzione l’offerta 
ittica mondiale è cresciuta notevolmente con un tasso medio annuo di crescita del 3,2% tra il 
1961 e il 2009. Infatti nel 1960 si consumavano in media 9,9 Kg di pesce procapite mentre 
nel 2010 si sono consumati 18,6 Kg procapite.  
La distribuzione dei consumi ittici non è omogenea in tutto il mondo:  in Africa solo 9,1 
milioni di t, con 9,1 Kg procapite, sono state consumate nel 2009, mentre in Asia si sono 
utilizzati due terzi del consumo totale (85,4 milioni di tonnellate con 20,7 Kg procapite). 
Nonostante ci sia una diminuzione del consumo e della produzione di pesce nei paesi 
sviluppati, il consumo globale sta aumentando grazie a paesi in via di sviluppo come la Cina. 
Tale stato è un forte paese produttore (dal 7% nel 1961 al 35% nel 2010), soprattutto grazie 
all’incremento dell’acquacoltura,  e consumatore di prodotti della pesca (31,9 Kg pro-capite 
nel 2009) (Sykes et al. 2006). Se la Cina fosse stata esclusa, l'approvvigionamento ittico 
annuale del resto del mondo sarebbe stato di circa 15,4 kg per persona nel 2009, comunque 
superiore ai valori medi del 1960 (11,5 kg), 1970 (13,5 kg), 1980 (14,1 kg) e 1990 ( 13,5 kg).  
Il declino delle catture ittiche globali negli ultimi anni, l’aumentato sfruttamento delle 
riserve di pesce e il mancato utilizzo di alcune specie ittiche delineano un pessimo stato della 
pesca marina mondiale che ha un impatto negativo sulla produzione ittica con conseguenze 
socio-economiche negative. Dal 2007 nel Mar Mediterraneo, nel Mar Nero e nell’Oceano 
Atlantico sudoccidentale le catture ittiche sono diminuite del 15% e 30% rispettivamente. 
Per sopperire al forte decremento della produzione ittica nazionale nei paesi sviluppati le 
importazioni sono in forte crescita negli ultimi anni e costituiscono una quota considerevole 
dei prodotti ittici presenti. Nel 2010 le importazioni mondiali di prodotti ittici hanno stabilito 
un record di 111,8 miliardi di dollari, in crescita del 12% rispetto all'anno precedente e di 
oltre l’86% rispetto al 2000, nel 2011  l’aumento è  stato del 15%. L'Unione Europea, a causa 
del suo elevato consumo interno, è di gran lunga il più grande mercato dei prodotti della 
pesca importati, anche se estremamente eterogeneo tra i diversi paesi comunitari. Nel 2010 
l’UE da sola nell’import della pesca ha rappresentato il 40% delle importazioni totali mondiali 
raggiungendo i 44,6 miliardi dollari di fatturato, in crescita del 10% rispetto al 2009 (The 
State Of World Fisheries And Aquaculture, 2012). 
Poiché le riserve ittiche marine si stanno esaurendo e, di conseguenza, anche le catture 
stanno diminuendo un importante ruolo è svolto dall’acquacoltura. Infatti nel 2010, la 
produzione mondiale legata all’allevamento ittico è stata di 60 milioni di tonnellate (circa il 
30% della produzione ittica totale), in crescita del 7,5% rispetto all’anno precedente. I 
prodotti dell’acquacoltura sono pesci ossei, crostacei, molluschi, rettili acquatici (ad 
eccezione coccodrilli) e altri animali acquatici (come cetrioli di mare, ricci di mare, uova di 
mare e meduse). Il consumo medio annuo procapite di pesce allevato è aumentato di quasi 
sette volte da 1,1 kg nel 1980 a 8,7 kg nel 2010, a un tasso medio del 7,1% all'anno. Nel 2010 
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il valore totale della produzione dei pesci allevati è stato stimato a 119,4 miliardi dollari, ciò 
giustifica l’interesse nei confronti di possibili nuove specie allevabili come i Cefalopodi. 
 Il consumo annuo di specie demersali e pelagiche è circa rispettivamente 3,0 Kg e 3,4 Kg 
pro capite. I Pesci demersali continuano ad essere tra le principali specie preferite dai 
consumatori in Nord Europa e in Nord America (8,6 kg e 7,0 kg all'anno procapite, 
rispettivamente, nel 2009), mentre i Cefalopodi sono principalmente apprezzati dai paesi del 
Mediterraneo e dell'Asia orientale. Nel 2009 dei 18,4 kg di prodotti ittici procapite disponibili 
per il consumo, circa il 74% erano costituiti da pesci mentre il 26% era formato da molluschi 
(circa 4,5 kg per abitante, suddivisi in 1,7 kg di crostacei, 0,5 kg di cefalopodi e 2.3 kg di altri 
molluschi) (The State Of World Fisheries And Aquaculture, 2012). 
 
2.1 Il commercio di Cefalopodi e di Seppie 
Nel Mar Mediterraneo, i Cefalopodi vengono utilizzati per il consumo umano fin 
dall’antichità, mentre nell’Oceano Pacifico e nell’Atlantico solo recentemente hanno assunto 
un ruolo importante. Negli ultimi decenni grazie ad un miglioramento delle tecniche di pesca 
e a un’aumentata richiesta di tali molluschi, anche da parte di alcuni paesi non più riluttanti 
a questa risorsa, si è assistito a livello mondiale ad un rapido incremento della pesca (Guerra, 
2006). Ad esempio nel Canale della Manica dal 1983 al 2003 le catture di pesce sono 
diminuite del 25% mentre quelle di cefalopodi sono cresciute del 300% (da 8.000 a 23.000 
tonn/anno). 
Nel 2010 la quota di cefalopodi (calamari, seppie e polpi) nel commercio mondiale di 
pesce è stata del 4%. I maggiori consumatori e importatori di tale classe sono Spagna, Italia e 
Giappone. Il maggiore esportatore di calamari e seppie è la Thailandia, seguito da Spagna, 
Cina e Argentina. Gli esportatori principali di polpo sono il Marocco e la Mauritania. Le 
catture di cefalopodi sono molto variabili e, dopo una diminuzione nel 2009 che ha riacceso 
l’interesse per l’allevamento, hanno ripreso a crescere negli ultimi anni (The State Of World 
Fisheries And Aquaculture, 2012).  
Le importazioni in tutti i principali mercati, con l'eccezione del Giappone, sono diminuite. 
Il mercato della seppia è stato piatto in questi ultimi anni. I principali importatori hanno visto 
poca variazione dei volumi importati nel corso degli anni, anche se ci sono stati alcuni 
cambiamenti tra i fornitori ai vari mercati.  
Il consumo della seppia comune, commercializzata sia fresca che congelata, ha subito 
negli anni un netto incremento. Tuttavia nel corso del tempo, tale risorsa ittica sembra aver 
subito un progressivo depauperamento, con conseguente aumento dei prezzi fino ai più alti 
valori di mercato in alcuni periodi dell’anno (Lucchetti, 2004). 
In Italia la Sepia officinalis è una delle maggiori specie catturate dalla piccola pesca 
costiera, solo nell’alto Adriatico le produzioni di seppie nel 2007 erano il 13,81% del totale di 
prodotti ittici (Tabella 2.2 e figure 2.1 e 2.2). Tale specie è al quinto posto tra quelle più 
conosciute e apprezzate nel nostro paese. Emerge una differenza tra le abitudini dei 
consumatori: chi vive nelle regioni adriatiche predilige seppie di taglia medio-piccola, mentre 
chi risiede lungo le regioni tirreniche preferisce taglie più grandi (Badiani et al., 2012). Nel 
mercato ittico di Chioggia nel 2011 la quantità di Sepia officinalis registrata è stata circa 395 
tonnellate: la maggior parte erano provenienti da pesca locale (circa 85%) con un costo 
medio di 5,82 euro/Kg, mentre il resto proveniva dal mercato estero (11%) con un valore 
medio di 5,78 euro/Kg o nazionale (4%). Sempre a Chioggia nel 2012 la quantità è stata di 
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622 tonnellate circa, il 99% catturato localmente e solo l’1% importato (Clodia data base e 
analisi statistiche del mercato ittico di Chioggia, 2013). 
Per quanto riguarda il nero di seppia, questo alimento è prevalentemente consumato nei 
paesi dell’area Mediterranea come Italia, Spagna e Grecia. Dalle statistiche del mercato ittico 
di Chioggia sono sbarcati 345,4 kg di nero nel 2011, di cui solo lo 0,14% era di provenienza 
nazionale mentre tutto il resto, il 99,86%, era importato; il prezzo medio si aggirava attorno 
a 17 euro/Kg e il costo massimo ha raggiunto 250 euro/Kg. Nel 2012 si è prodotto più nero 
rispetto all’anno precedente, 575,92 Kg di cui 12,4% nazionale e 87,6 % estero; il prezzo 
medio si aggirava attorno a 15 euro/Kg per un valore complessivo di 8349,55 euro. Riguardo 
al 2013 non ci sono ancora dati annuali, nel mese di maggio si sono importati 29 Kg con un 
valore di 17 euro/Kg mentre nel mese di ottobre, si sono importati 30 Kg con un importo 
medio di 5,5 euro/Kg, decisamente inferiore rispetto al mese di maggio (analisi statistiche 
del mercato ittico di Chioggia, 2013). 
 
2.2 I prodotti della pesca: una preziosa fonte di proteine 
I prodotti della pesca rappresentano una preziosa fonte di proteine altamente 
biodisponibili e di micronutrienti essenziali per una dieta equilibrata e una buona salute. 
Come è già noto da tempo introdurre nella propria dieta due o tre volte il pesce alla 
settimana riduce alcuni fattori di rischio cardiovascolare, come l’elevata concentrazione di 
trigliceridi, l’ipertensione e la trombogenesi.  Le proteine del pesce coprono circa il 7,9% del 
fabbisogno proteico mondiale e possiedono un alto valore nutritivo simile a quello della 
carne e leggermente inferiore a quello delle uova. Tuttavia, rispetto alla carne, esse 
contengono molti amminoacidi essenziali come lisina, metionina e treonina e sono 
facilmente digeribili (coefficiente di digeribilità vicino al 100%) poiché nel pesce vi è un basso 
contenuto di collagene (Ariňo et al. 2013).  
Nel 2009, il pesce ha rappresentato il 16,6% del consumo mondiale di proteine animali e il 
6,5% di tutte le proteine consumate. A livello globale, i prodotti ittici forniscono quasi il 20% 
di proteine a circa 3,0 miliardi di persone e circa il 15% a 4,3 miliardi di persone. I paesi in via 
di sviluppo hanno un consumo di pesce relativamente basso, specialmente quando 
confrontato con il mondo occidentale. Tuttavia molte popolazioni di tali paesi, soprattutto 
quelle che vivono in prossimità di fonti d’acqua, dipendono dal pesce come parte integrante 
della loro dieta quotidiana poiché tale alimento rappresenta la fonte più “economica” di 
proteine animali, rispetto ad altre fonti proteiche di origine animale, ed è preferito in quanto 
parte integrante di ricette locali e tradizionali. In tali luoghi, dato che l’assunzione proteica 
totale può essere bassa, le proteine derivate dai prodotti della pesca sono fondamentali. 
Un maschio e una femmina adulti necessitano di circa 45-65 g al giorno di proteine, quindi 
100 g di pesce potrebbero contribuire al 15-25% delle proteine totali richieste da un adulto 
sano e al 70% dei fabbisogni proteici giornalieri di un bambino. Una delle caratteristiche 
della dieta mediterranea è l’alto consumo di diversi tipi di pesce mediamente superiore a 50 
g al giorno, con un contributo proteico ittico oltre il 10% dei fabbisogni proteici giornalieri 
(Ariňo et al. 2013). Per le diete diversificate e salubri, come quella mediterranea, i prodotti 
della pesca rappresentano una preziosa fonte di nutrienti di fondamentale importanza. Con 
poche eccezioni per alcune specie, il pesce solitamente contiene pochi grassi saturi, 
carboidrati e colesterolo. Questo alimento è probabilmente la maggior fonte di 
micronutrienti essenziali, tra cui varie vitamine (B, E, Niacina, Biotina, acido pantotenico e 
folico sono presenti nei Cefalopodi), minerali (calcio, magnesio, fosforo, sodio e potassio, 
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iodio, zinco, ferro e selenio) e acidi grassi omega-3 (acido docosaesaenoico e acido 
eicosapentaenoico).  
Le proteine derivate dai prodotti della pesca possono rappresentare una componente 
fondamentale in diete in cui l’assunzione proteica totale può essere bassa. Ad esempio nelle 
diete a base di vegetali, in cui vi è un basso consumo di pesce, anche solo piccole quantità di 
questo alimento possono fornire un adeguato apporto di amminoacidi essenziali e 
micronutrienti. Gli effetti benefici del consumo di pesce sono dimostrati in corso di malattie 
coronariche, ictus, degenerazione maculare legata all’età, salute mentale, crescita e 
gravidanza.  
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Tabella 2.1: World fisheries and aquaculture production and utilization (pag 3) fonte: FAO 
 2006 2007 2008 2009 2010 2011 
PRODUCTION                                                 (Million tonnes) 
Capture 
Inland 9.8 10.0 10.2 10.4 11.2 11.5 
Marine 80.2 80.4 79.5 79.2 77.4 78.9 
Total capture 90.0 90.3 89.7 89.6 88.6 90.4 
Aquaculture 
Inland 31.3 33.4 36.0 38.1 41.7 44.3 
Marine 16.0 16.6 16.9 17.6 18.1 19.3 
Total 
aquaculture 
47.3 49.9 52.9 55.7 59.9 63.6 
 
TOTAL 
WORLD 
FISHERIES 
 
 
137.3 
 
140.2 
 
142.6 
 
145.3 
 
148.5 
 
154.0 
UTILIZATION                                                   (Million tonnes) 
Human 
consumption 
114.3 117.3 119.7 123.6 128.3 130.8 
Non-food uses 
 
23.0 23.0 22.9 21.8 20.2 23.2 
Population 
(billions) 
6.6 6.7 6.7 6.8 6.9 7.0 
Per capita 
food fish 
supply (kg) 
17.4 17.6 17.8 18.1 18.6 18.8 
Notes: Excluding aquatic plants. Totals may not match due to rounding. Data for 2011 are provisional estimates 
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Tabella 2.2 : produzione di S.officinalis in alto Adriatico (fonte: Clodia database, 2013) 
Anno Seppie (ton.) TOTALI (ton.) % 
2000 946,997 9798,723 9,66 
2001 642,6392 8578,864 7,49 
2002 536,8514 5991,172 8,96 
2003 777,8379 6748,406 11,53 
2004 557,8039 7365,423 7,57 
2005 692,6115 8309,331 8,34 
2006 890,8448 8820,381 10,10 
2007 1540,8707 11157,827 13,81 
2008 1136,3747 10113,907 11,24 
2009 762,8924 9565,472 7,98 
2010 511,608 10878,078 4,70 
2011 394,9545 8505,442 4,64 
2012 621,7115 9073,142 6,85 
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Figura 2.1: andamento del pescato di S.officinalis negli ultimi 10 anni (fonte: Clodia database, 
2013) 
 
 
 
 
Figura 2.2: quantità di S.officinalis espressa in tonnellate confrontata con la quantità di 
prodotti ittici espressa in tonnellate (fonte: Clodia database, 2013) 
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3 LA SEPPIA  
La classe Cephalopoda (dal greco kephalé, capo e podόs, piede), a cui appartiene il genere 
Sepia, costituisce il gruppo di molluschi più evoluto e strutturalmente diverso: si distingue 
per avere un corpo sacciforme, una testa con appendici circumorali tentacolari e una 
conchiglia interna con diversi gradi di sviluppo nei coleoidi. Il numero di tentacoli permette 
di differenziare i decapodi (seppia, totano e calamaro) con dieci braccia tentacolari di cui due 
più lunghe e retrattili, dagli ottopodi (polpo e moscardino) con otto braccia (fig 3.1).  
La seppia attuale deriva da un antenato cefalopode, probabilmente un mollusco 
bentonico strisciante sul fondale, sviluppatosi tra 150 e 200 milioni di anni fa. L’adattamento 
all’ambiente, l’acquisizione della locomozione e la predazione comportarono l’evoluzione di 
strutture quali pinne, sifone, mantello, conchiglia interna e tentacoli fino ad arrivare alla 
seppia così come oggi la conosciamo (La Greca e Piccinni, 1977).  
Tale specie è definita demersale neritica poiché è in grado di nuotare attivamente e 
predilige fondali sabbiosi, fangosi o coperti da alghe (Lucchetti, 2004). La seppia comune,     
S. officinalis, si trova prevalentemente all’interno della fascia costiera da 2 m a 200 m di 
profondità, con maggior abbondanza tra 2 e 100 m (Guerra, 2006). Poiché alcuni esemplari 
sono stati catturati fino a 300 m nel Mar Ionio, la distribuzione batimetrica sembra essere 
più ampia (Lucchetti, 2004). La massima profondità dell’habitat scelto è correlata con la 
struttura dei setti e delle suture della conchiglia interna. Infatti esistono specie come Sepia 
australis, S. elegans, S. orbignyana e S. hieronis capaci di scendere a profondità oltre 400 m, 
mentre specie più grandi come Sepia latimanus, S. officinalis e S. pharaonis vivono meno in 
profondità (Jereb e Roper, 2005). 
La famiglia Sepidae è completamente assente lungo le coste del continente americano, 
mentre è diffusa lungo le coste asiatiche, europee, africane e australiane. In particolare 
Sepia officinalis è diffusa nell’Oceano Atlantico orientale, dalle isole Shetland e sud della 
Norvegia all’Africa nord-occidentale, e nel Mar Mediterraneo (Guerra, 2006). Oltre a questa 
specie, nel Mediterraneo, si trovano anche Sepia elegans e Sepia orbignyana, di dimensioni 
più piccole e distinguibili per la presenza di una spina nella parte posteriore dell’osso.  
Le seppie migrano vicino alla costa, in acque poco profonde, per la stagione riproduttiva 
in primavera ed estate in risposta a cambiamenti di temperatura e luminosità. All’interno di 
una specie gli individui raggiungono la maturità sessuale con differenti dimensioni in 
relazione a fattori climatici e dietetici. Quindi non tutti gli animali migrano nello stesso mese, 
alla stessa età e taglia (Guerra, 2006).  Conoscere i fattori che influenzano la distribuzione 
della popolazione e le caratteristiche ecologiche di tale specie è sicuramente importante per 
la pesca soprattutto nel Mediterraneo, ma esula dallo scopo di questa tesi quindi per 
ulteriori approfondimenti si faccia riferimento all’articolo sopra citato. 
La Sepia officinalis può essere lunga 45 cm e pesare 4 kg lungo le coste Atlantiche, ma 
generalmente è lunga da 15 a 25 cm (Lucchetti, 2004). La Sepia apama, presente lungo le 
coste australiane, è la specie più grande e può raggiungere 50 cm di lunghezza e 10,5 kg di 
peso (Jereb e Roper, 2005). 
La longevità è generalmente compresa tra 18 e 24 mesi, anche se alcuni individui maschi 
possono raggiungere un’età maggiore mentre la maggior parte delle femmine muore dopo 
aver deposto le uova (Jereb e Roper, 2005).  
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La seppia è un’abile predatrice notturna di gamberetti, granchi, polpi, pesci di piccola 
taglia e altre seppie, anche se la sua dieta varia in funzione della stagione e del ciclo 
biologico: l’alimentazione è molto più intensa nel periodo di accrescimento e maturazione 
delle gonadi e rallenta nel periodo di deposizione delle uova (Lucchetti, 2004). Questo 
animale è a sua volta preda di mammiferi marini, pesci e uccelli. Poiché il cibo sembra essere 
la maggior fonte per l’accumulo di metalli pesanti come Cd e Zn (Bustamante, 2002) e la 
seppia è ai livelli più alti della rete trofica, particolare riguardo verrà dedicato nel capitolo 3.2 
alla ghiandola digestiva di tale specie. 
 
3.1 Classificazione 
Il genere Sepia comprende circa 100 specie (Guerra, 2006). Per poter classificare e 
identificare correttamente una seppia si faccia riferimento alla Tabella 3.1 e alla Figura 3.1. 
 
Tabella 3.1 Classificazione  
Regno  Animalia 
Phylum  Mollusca 
Subphylum   Conchifera 
Classe  Cephalopoda 
Sottoclasse  Coleoidea (Coleoidi) 
Superordine  Decapodiformes (Decapodiformi) 
Ordine  Sepiida 
Subordine Sepiina 
Famiglia Sepiidae 
Genere Sepia 
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Figura 3.1 Identificazione della seppia (fonte: FAO) 
 
 22 
 
3.2 Anatomia e fisiologia della seppia 
La robusta testa dell’animale presenta due grandi occhi prominenti, simili a quelli dei 
vertebrati, indispensabili per l’attività predatoria e una bocca dotata di un robusto becco 
corneo, simile a quello di un pappagallo, in grado di perforare l’esoscheletro dei crostacei e 
di spezzettare la carne delle prede. La seppia ha otto brevi braccia tentacolari dotate di 
quattro file di ventose e due tentacoli più lunghi e clavati con cinque o sei grosse ventose 
sull’apice (figure da 3.2 a 3.4).  Questi tentacoli vengono solitamente tenuti piegati 
all’interno di due tasche ai lati della bocca e proiettati molto velocemente per afferrare la 
preda durante la caccia, mentre le braccia contribuiscono a trattenerla dopo la cattura 
(Ruppert e Barnes, 1997).  
I maschi di questa specie possiedono il quarto braccio ventrale con poche ventose 
(ectocotile, vedi figura 3.6) deputato al trasferimento di spermatofore (capsule con 
all’interno gli spermi) durante l’accoppiamento (Jereb e Roper, 2005). 
 
Il corpo della seppia è ovale, appiattito dorso-ventralmente e circondato lateralmente da 
due pinne laminari la cui estremità posteriore è libera.  
Il mantello avvolge completamente il corpo. Dorsalmente è sottile e di colore bruno-
grigiastro straordinariamente variabile grazie alla presenza di cromatofori localizzati nel 
tegumento che rendono l’animale in grado di mutare colore, sfumatura e disegni; ad 
esempio durante la stagione riproduttiva il maschio sfoggia una livrea a strisce molto 
intense, mentre la femmina si presenta con un manto più pallido. La superficie ventrale è più 
spessa, muscolosa e di colore bianco con sfumature iridescenti. Ventralmente è presente 
una struttura tubulare, sifone, che collega la cavità del mantello  all’ambiente esterno. 
La coordinata contrazione delle fibre muscolari del mantello, la direzione del sifone e la 
chiusura delle valvole a falda (figura 3.8), permettono alla seppia di nuotare tramite 
l’espulsione subitanea dell’acqua contenuta nella cavità del mantello (meccanismo di 
propulsione a getto) (Lucchetti, 2004). Quando le fibre muscolari circolari si rilassano e 
quelle longitudinali si contraggono, l’acqua affluisce dai lati e ventralmente all’interno della 
cavità del mantello aumentandone il volume, tra il margine anteriore del mantello e il capo. 
Poi i muscoli circolari si contraggono facendo aumentare la pressione dell’acqua nella cavità 
e facendo aderire saldamente il margine del mantello attorno al capo. Dopo l’ingresso 
dell’acqua nella cavità, le valvole a falda la chiudono ventralmente, forzando l’acqua ad 
uscire solo attraverso l’imbuto tubulare ventrale. La forza del getto d’acqua che esce dal 
sifone spinge l’animale nella direzione opposta. Il sifone è molto mobile e può essere diretto 
in avanti o indietro, facendo retrocedere o avanzare l’animale. Il movimento più veloce è 
raggiunto nel nuoto di fuga all’indietro, quando potenti contrazioni del mantello espellono 
l’acqua dal sifone rivolto in avanti (Ruppert e Barnes, 1997). 
 
Nel corso del tempo la conchiglia dei cefalopodi è andata incontro ad una notevole 
riduzione ed è stata ricoperta dal mantello (Dorit et al. 1997). Tale struttura è pertanto 
interna e posta nella regione dorsale del corpo, ha funzione di sostegno e di galleggiamento. 
Forma, dimensione e struttura dell’osso o sépion sono diversi per ogni specie di seppia 
(figura 3.7). In generale si può affermare che l’osso di seppia è ben distinguibile da quello di 
altri cefalopodi poiché appiattito, allungato e ovaliforme, mentre, ad esempio, quello del 
calamaro è a forma di penna stilo. Nella parte ventrale del sépion sono ben evidenti le strie 
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di accrescimento, mentre nell’apice è visibile una punta, detta rostro, utilizzata dalla giovane 
seppia per fuoriuscire dall’uovo (Lucchetti, 2004). 
 Il sépion è poroso e leggero per la presenza al suo interno di numerosissime 
microscopiche camere che l’animale riempie di gas prelevati dall’acqua con la respirazione 
variando in questo modo l’assetto idrostatico con lo stesso principio dei sommergibili. Il 
galleggiamento è quindi regolato sostituendo il liquido con il gas (Dorit et al. 1997) (Storer e 
Brignoli, 1982). La luce è un fattore importante nel controllo del meccanismo regolatore del 
galleggiamento. Durante il giorno la seppia giace affondata nel fondale mentre di notte 
diventa attiva, nuota e caccia le prede, quindi il galleggiamento diminuisce quando l’animale 
è esposto alla luce  e aumenta quando l’animale è esposto al buio. I cefalopodi che usano le 
conchiglie piene di gas per mantenere il galleggiamento, come la seppia, hanno distribuzione 
limitata a profondità alle quali la conchiglia può sopportare la pressione  (Ruppert e Barnes, 
1997). 
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Figura 3.2: Seppia veduta ventrale (fonte: FAO) 
 
 
 
Figura 3.3: particolare del braccio tentacolare, ventose piccole disposte in fila 
 
 
 
Figura 3.4: particolare dell’estremità tentacolare, ventose mediali moderatamente 
allargate 
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Figura 3.5: anatomia interna del maschio e della femmina di seppia (fonte: FAO) 
 
 
Figura 3.6 ectocotile (fonte:FAO) 
 
 
 
Figura 3.7 : Osso di Sepia officinalis (15 cm di lunghezza) 
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3.2.1 Apparato tegumentario 
A livello tegumentario sono presenti migliaia di cromatofori. Questi sono formati da un 
sacco, contenente pigmenti di vario colore, rivestito perifericamente da muscolatura radiale 
innervata direttamente dal sistema nervoso. Attraverso la contrazione e il rilassamento 
muscolare l’area pigmentata si retrae o si espande in meno di un secondo. L’effetto dei 
cromatofori è aumentato da strati più profondi di iridociti, cellule concentrate soprattutto 
ventralmente nel mantello, che riflettono la luce in modo differenziale con un effetto simile 
a quello di una bolla di sapone. Oltre a cromatofori e iridociti, nella seppia e nel polpo, sono 
presenti anche leucofori responsabili della colorazione bianca (Mäthger et al., 2009). 
La colorazione dell’animale in un particolare momento è, quindi, il risultato della luce che 
attraversa i filtri dei cromatofori e degli iridociti. La vista sembra essere il principale stimolo 
iniziale per il cambiamento della livrea. La Sepia officinalis mostra complesse variazioni di 
colore e può simulare le tonalità del fondo sabbioso o delle rocce secondo il concetto del 
“mimetismo” (si veda Capitolo 3.3) (Ruppert e Barnes, 1997). La valutazione dell’integrità e 
della luminosità del tegumento dei cefalopodi è anche il principale carattere che qualifica la 
freschezza del prodotto. 
 
3.2.2  Sistema nervoso 
In generale l’intera classe Cephalopoda ha un sistema nervoso e organi di senso tra i più 
evoluti tra tutti gli Invertebrati. Questi animali hanno sviluppato un controllo nervoso, 
afferenze sensoriali e occhi, simili a quelli dei vertebrati, per individuare e catturare 
velocemente la preda.  
In seppie e calamari è presente un caratteristico sistema di fibre nervose, formato da tre 
ordini di cellule, che connette il sistema nervoso centrale ai muscoli del mantello 
assicurando l’immediata e simultanea contrazione di mantello, pinne e muscoli retrattori 
oltre alla contrazione antero-posteriore per l’espulsione dell’acqua .  
I gangli nervosi, concentrati nella testa, sono fusi a formare un cervello complesso 
protetto da una capsula cartilaginea. A questo livello, postero ventralmente all’encefalo, è 
localizzata una statocisti, formata da cellule nervose  e recettori per l’accelerazione lineare e 
angolare (Dorit et al., 1997). Essa fornisce sia informazioni propriocettive (posizione del 
corpo rispetto alla spinta gravitazionale) sia indicazioni sui cambiamenti di posizione durante 
il movimento (come i canali semicircolari dei vertebrati) (Ruppert e Barnes, 1997). 
Poiché l’acutezza visiva è quasi uguale a quella dei pesci, data la presenza nei due gruppi 
di strutture oculari simili, la maggior parte dei malacologi ritiene che i cefalopodi, tra cui le 
seppie, siano la risposta evolutiva dei Molluschi alla competizione con i Pesci (Dorit et al., 
1997). Gli occhi molto sviluppati, capaci di formare immagini, abbinati a complessi 
cromatofori, sotto il diretto controllo nervoso, hanno reso questo animale maestro della 
mimetizzazione (Storer e Brignoli, 1982). Si è osservato che la seppia, come preda, oltre al 
mimetismo, esibisce livree diverse per intimidire il possibile predatore in funzione della 
specie che incontra. Ovvero se questo è un pesce teleosteo, come ad esempio il branzino, 
che basa la propria caccia sulla sua capacità visiva, la seppia tenta di intimidirlo, mentre di 
fronte a squali e granchi, che utilizzano prevalentemente chemorecettori durante la caccia, 
la seppia preferisce la fuga con il rilascio del nero che possiede tirosinasi in grado di irritare e 
desensibilizzare i chemorecettori dei predatori (Langridge et al., 2007).   
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3.2.3 Sistema respiratorio  
I Coleoidi, come sono le seppie, hanno due branchie o ctenidi con una superficie molto 
pieghettata per aumentare l’efficienza degli scambi gassosi (figura 3.5). La contrazione 
muscolare del mantello, utile anche per la locomozione, crea una corrente d’acqua sulle 
branchie, assicurando l’ossigeno per la respirazione (Ruppert e Barnes, 1997). 
 
3.2.4 Sistema cardiocircolatorio 
Il sistema circolatorio è chiuso: il sangue circola all’interno di vasi e capillari rivestiti da 
endotelio, condizione condivisa con pochi altri animali diversi dai vertebrati, ciò soddisfa 
l’elevata richiesta d’ossigeno da parte dell’apparato locomotorio. Le strutture (capillari, 
arterie contrattili e cuori branchiali) e la fisiologia del sistema cardiocircolatorio sono quindi 
strettamente correlate all’elevato tasso metabolico di questi animali pelagici rispetto agli 
altri molluschi (Ruppert e Barnes, 1997).  
Sono presenti tre cuori:  uno principale e due branchiali, posti alla base dei ctenidi, con 
funzione di aumentare il flusso sanguigno che li attraversa. La contrazione dei cuori 
branchiali, riceventi sangue non ossigenato da tutte le parti del corpo, aumenta la pressione 
del sangue e la velocità del suo flusso spingendolo nei capillari delle branchie. Dai ctenidi il 
sangue ossigenato viene trasportato, attraverso vasi branchiali efferenti, fino al cuore 
sistemico. Qui viene pompato in un’aorta anteriore o cefalica che vascolarizza testa e tratto 
digerente craniale, e una posteriore che vascolarizza mantello, pinne, sifone e tratto 
digerente caudale (Dorit et al. 1997) (Ruppert e Barnes, 1997). 
I cuori branchiali, oltre alla loro attività contrattile, insieme alle loro appendici fungono 
anche da deposito di metalli pesanti ed elementi transuranici. Infatti la maggior parte del 
tessuto di queste strutture è formato da cellule ovoidali, chiamate rogociti, simili a quelle dei 
gasteropodi, con attività endocitotica e fagocitotica nei confronti di materiale estraneo. I 
rogociti insieme agli emociti, cellule che riparano le ferite e fagocitano sostanze estranee e 
batteri circolanti nell’emolinfa, appartengono al sistema di difesa e detossificazione 
dell’organismo (Beuerlein, 2002) (Castellanos Martìnez, 2013). Quindi i cuori branchiali 
possono essere considerati come un sito di stoccaggio dei metalli pesanti (Bustamante, 
2002) che meriterà ulteriore approfondimento nel Capitolo 3.6 . 
Nel sangue della seppia, l’emocianina, una metalloproteina contenente due atomi di 
rame, trasporta l’ossigeno legandolo a livello dei ctenidi e liberandolo nei tessuti a pressioni 
parziali elevate (Ruppert e Barnes, 1997). Diversamente dall’emoglobina dei vertebrati, 
l’emocianina è meno efficiente come trasportatore di ossigeno e si trova in forma libera 
nell’emolinfa (Jereb e Roper, 2005). Poiché l’emocianina contiene rame, è fisiologico un’alta 
concentrazione di questo elemento nell’organismo della seppia. 
 
3.2.5 Sistema escretore 
Nei Coleodi esiste un singolo paio di appendici renali, evaginazioni della parete della vena 
branchiale, che, analogamente ai reni dei vertebrati, provvedono all’escrezione dei 
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metaboliti e degli ioni ammonio nell’esteso sacco renale. Tale struttura è collegata al 
pericardio dal canale renopericardico e alla cavità del mantello tramite un nefridioporo.  A 
queste strutture si affiancano le appendici venose dei cuori branchiali con funzione di 
accumulo, i cuori branchiali e i ctenidi (Dorit et al. 1997) (La Greca e Piccinni, 1977). La 
parete tra pericardio e appendice del cuore branchiale, contiene podociti attraverso i quali il 
filtrato passa nel liquido pericardico. Il sacco renale raccoglie sia il filtrato pericardico 
proveniente dal canale renopericardico sia i prodotti escreti dalle grosse appendici renali. Il 
riassorbimento selettivo inizia all’interno della cavità celomatica anche prima che il filtrato 
giunga nei sacchi renali (Ruppert e Barnes, 1997). L’epitelio branchiale e le appendici renali 
rilasciano continuamente ioni ammonio nell’acqua circostante. 
 
3.2.6 Sistema immunitario 
L’immunità dei Cefalopodi è innata: non esistono meccanismi di memoria immunologica, 
non è specifica nei confronti di un determinato microrganismo e non sono presenti 
Immunoglobuline. Tali animali pertanto non possono proteggersi contro gli stessi patogeni in 
corso di reinfezioni e le vaccinazioni non sono efficaci. Il funzionamento del sistema 
immunitario si basa su fattori rilasciati dalle cellule, sull’attività citotossica e fagocitica degli 
emociti (già descritti nel Cap. 3.2.4) e su molecole sieriche come opsonine, agglutinine e 
lisozima. L’attività degli emociti riguarda, oltre alla fagocitosi, la produzione di radicali 
dell’ossigeno (ROIs = reactive oxygen intermediates) e dell’azoto (NO = nitric oxide).  Una 
bassa concentrazione nel sangue o un cambiamento di morfologia degli emociti può essere 
un segno di stress relativo a infestazioni parassitarie o contaminazioni (Castellanos Martìnez, 
2013).  
Poiché i Cefalopodi non hanno né un’immunità acquisita né una memoria immunologica, 
essi sono soggetti a infezioni batteriche, protozoarie e parassitarie. Alcune infezioni 
batteriche sono state riscontrate nelle pinne dei calamari in seguito a danni pervenuti 
durante la cattura, ciò non esclude la possibilità che questo possa avvenire anche nelle 
seppie. Nel mantello dei calamari pescati, senza danni cutanei, è stata evidenziata una 
popolazione naturale di batteri come Vibrio spp, Aeromonas spp, Pseudomonas spp, Proteus 
spp, ecc… alcuni di questi riscontrati anche a livello cutaneo. Bacillus spp e Streptococcus spp  
sono stati riscontrati sia in calamari allevati che catturati, con o senza lesioni cutanee. Nel 
polpo allevato sono state osservate ulcere cutanee infettate da Vibrio alginolyticus, V. 
parahaemolyticus, Pseudomonas stutzeri e altri batteri Gram negativi.  
Si è notato che, oltre al mantello e ai tentacoli, anche i ctenidi, in contatto con l’ambiente, 
possono essere esposti a numerosi patogeni. Le infestazioni da coccidi (Aggregata spp.) sono 
molto rilevanti, si riscontrano soprattutto a carico del cieco e, se presenti in quantità elevate, 
si trovano anche in mantello e branchie. Questi protozoi, determinando disfunzioni 
enzimatiche a livello gastroenterico, alterano l’assorbimento di nutrienti e rendono più 
suscettibile l’animale alle infezioni batteriche(Castellanos Martìnez, 2013).   
Nei Cefalopodi non è possibile escludere completamente nemmeno l’infestazione di larve 
di Anisakis spp: esse sono contenute all’interno dei gamberetti predati dal mollusco. Il 
nematode s’incista, circondato da una capsula connettivale, a livello digerente, gonadico e 
delle ghiandole nidamentali. Anisakis simplex è stato isolato in Sepia officinalis e S. elegans 
nel mare della Galizia (Castellanos Martìnez, 2013) in Illex coindettii nel Mar Adriatico e in 
una seppia comune in Sicilia (Costa et al., 2011). 
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3.2.7 Sistema digerente 
Nella cavità buccale i cefalopodi hanno una radula, come gli altri molluschi, ma sono più 
sviluppate e importanti le potenti mascelle che circondano il becco. Tale struttura può 
mordere e strappare grossi pezzi di tessuti, che la radula, muovendosi come una lingua, 
spinge poi nella cavità buccale per l’ingestione. In tale cavità sboccano i dotti di un paio di 
ghiandole salivari che, in alcune specie di seppie e polpi, secernono una glicoproteina 
velenosa per immobilizzare la preda (Ruppert e Barnes, 1997). 
Il muscoloso esofago collega la cavità buccale alla ghiandola digerente chiamata anche 
epatopancreas. Tale ghiandola è divisa in una piccola parte spugnosa diffusa, pancreas, e in 
un “fegato” voluminoso, compatto e pari che è probabilmente l’omologo della ghiandola 
digerente degli altri molluschi. Essa è formata da tre tipi diversi di cellule: le cellule principali 
che contengono inclusi proteici voluminosi, corrispondenti ad enzimi proteolitici deputati 
alla digestione extracellulare, le cellule indifferenziate e le cellule contenenti corpi inclusi 
marroni, ovvero residui digestivi intracellulari emessi tramite esocitosi. Le cellule sopra citate 
intervengono nei processi digestivi extracellulari e nei metabolismi proteici e lipidici. 
Rispetto agli altri molluschi, la muscolatura liscia dell'apparato digerente ha una notevole 
azione rendendo più efficiente l’intero sistema. L’assorbimento dei principi nutritivi avviene 
in maggiore misura nello stomaco e in minor parte nell’intestino (Le Bihan, 2004).  
La ghiandola digerente è l’organo target di sostanze chimiche tossiche di origine esterna, 
che vengono trasportate qui per la detossificazione. Poiché la maggior fonte di metalli 
proviene dalla dieta, la ghiandola digerente negli invertebrati o il fegato nei vertebrati sono i 
maggiori siti di accumulo di metalli pesanti negli organismi marini (Le Bihan, 2004).  
Anche se l’ambiente è scarsamente inquinato, la seppia è in grado di concentrare metalli 
come Zn, Cu e Cd nella ghiandola digestiva (Pereira, 2009). Questo meccanismo aumenta 
con il progredire dell’età durante l’intero ciclo vitale della seppia, con l’eccezione 
dell’Argento che sembra diminuire quando la seppia migra in mare aperto (Miramand, 
2005). La ghiandola rappresenta anche un efficiente sistema di detossificazione di metalli, 
attraverso la degradazione lisosomiale di metalloproteine, qualsiasi sia la loro provenienza: 
dall’ambiente acquatico, dalla dieta o dal fondale (Bustamante, 2002).  
Nei cefalopodi è nota l’elevata capacità di concentrare alti livelli di Cadmio e si è 
osservato, nelle giovani seppie, che l’incompleto sviluppo della ghiandola digestiva 
determina una minore ritenzione di questa sostanza (Bustamante, 2002). Con l’inizio 
dell’alimentazione, la ghiandola digerente inizia a svilupparsi fino ad essere completamente 
funzionale all’età di un mese circa. L’inizio dei processi digestivi, la secrezione di enzimi, 
l’assorbimento di nutrienti e l’escrezione dei residui della digestione comportano la 
completa funzionalità dell’organo e, come conseguenza, il bioaccumulo di metalli in questa 
parte dell’organismo (Miramand, 2006). 
I residui grossolani indigeriti transitano direttamente nell’intestino dove, in prossimità 
dell’ano, vengono espulsi e asportati dal getto d’acqua dell’imbuto (Ruppert  e Barnes, 
1997). 
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3.2.8 La borsa o sacca del nero 
La ghiandola del nero, una ghiandola rettale differenziata,  secerne un liquido corvino, 
l’inchiostro o il nero,  il quale contiene un’elevata quantità di melanina e viene accumulato in 
un diverticolo che costituisce la borsa o sacca del nero (La Greca e Piccinni, 1977). Nella 
parte superiore della cavità del mantello la sacca dell’inchiostro si apre nel retto proprio in 
prossimità dell’ano (figura 3.8). Dall’esterno la borsa si presenta dorsalmente nera, 
ventralmente e lateralmente argentea con riflessi iridescenti (Mäthger et al., 2009).  
A scopo difensivo l’animale svuota il contenuto della sacca creando una nube e un falso 
bersaglio (Capitolo 3.3). Si ritiene inoltre che la natura alcaloide dell’inchiostro possa 
interagire con i chemorecettori del predatore alterandone le funzioni (Ruppert e Barnes, 
1997).  
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Figura 3.8: Dissezione della seppia con esposizione della cavità del mantello, notare la sacca 
del nero 
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3.2.9 Apparato riproduttore maschile e femminile 
La seppia, come tutti i Cefalopodi, è una specie dioica, ovvero presenta sessi separati, ed 
è semelpara, si riproduce una volta solo nell’arco della sua vita. I due sessi sono distinguibili 
grazie alla presenza nel maschio maturo di un ectocotile, un braccio ventrale modificato con 
file di piccole ventose ridotte al centro per formare un canale di passaggio per le 
spermatofore (figura 3.6).  
In entrambi i sessi le gonadi, una sola per esemplare, sono poste caudalmente nella cavità 
del mantello e sono provviste di un gonodotto relativamente complesso (figura 3.5). Nella 
femmina sono presenti due grandi ghiandole nidamentali  e due ghiandole accessorie più 
craniali che servono entrambe a formare gli involucri di rivestimento delle grandi uova 
telolecitiche (La Greca e Piccinni, 1977). Nel maschio gli spermi vengono trasportati dal vaso 
deferente molto circonvoluto e vengono arrotolati insieme e incapsulati in spermatofore a 
livello di vescicola seminale. Da qui le spermatofore vengono stoccate nel sacco di Needham 
che si apre nel lato sinistro della cavità del mantello (Ruppert e Barnes, 1997).   
Durante il corteggiamento il maschio compie varie esibizioni sfoggiando una sgargiante 
livrea zebrata nuotando vicino alla femmina che esibisce una colorazione marrone gialla 
diffusa. La riproduzione avviene in primavera, quando gli esemplari maturi lasciano le acque 
profonde e si avvicinano ai fondali sabbiosi e fangosi della costa per accoppiarsi. Durante 
l’accoppiamento il maschio afferra la femmina per il capo ed intreccia le proprie braccia alle 
sue. Le spermatofore vengono deposte fuori dalla cavità del mantello in una piega situata 
sotto la bocca. Gli spermi vengono liberati subito dopo la deposizione. 
In seguito a ripetuti accoppiamenti per un lungo periodo, a profondità di 30-40 m la 
seppia depone le uova (7-9 mm di diametro) in grappoli neri simili ad uva, fissandole a 
qualsiasi substrato naturale (macroalghe, fanerogame, rocce) o artificiale (pezzi di ferro, 
attrezzi abbandonati, ecc…) (Ruppert e Barnes, 1997).  Alcune specie di seppie, durante la 
deposizione delle uova, le mascherano utilizzando il nero per proteggerle dai predatori. È 
stato osservato che alcuni metalli, come rame e zinco, vengono accumulati soprattutto a 
livello della capsula di rivestimento dell’uovo, la quale crea una barriera protettiva per 
l’embrione nei confronti della diretta esposizione ai metalli (Bustamante, 2002). Anche 
argento e selenio possono essere trasportati dalla ghiandola digestiva della femmina adulta 
all’uovo. Il trasferimento dell’argento si può considerare come un meccanismo depurativo 
materno, mentre quello del selenio, implicato nella sintesi e nel funzionamento dell’enzima 
antiossidante glutatione perossidasi, è ritenuto un processo vitale per l’approvvigionamento 
embrionale (Lacoue-Labarthe, 2008).  
Il periodo di incubazione delle uova varia, a seconda della temperatura e di altri fattori 
ambientali, tra i 30 e i 90 giorni (Guerra, 2006). Al momento della schiusa le giovani seppie 
sono lunghe circa 10 mm, si sviluppano direttamente, senza l’interposizione di stadi larvali, 
ed assumono immediatamente lo stile di vita bentonico, divenendo subito attivi predatori. 
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3.3 Comportamento difensivo   
Come già descritto nel precedente capitolo, i cambiamenti di colore della seppia in 
seguito ad uno stimolo visivo (una seppia femmina o un altro maschio rivale o un predatore) 
vengono osservati durante il corteggiamento, nelle risposte aggressive e nelle reazioni di 
allarme nei confronti di estranei (Dorit et al. 1997). In particolar modo alla vista di un 
predatore, come uno squalo, un delfino, un branzino o un granchio ecc…, la seppia può 
reagire o mimetizzandosi o tentando di intimidire l’altro animale, ad esempio un pesce 
teleosteo, oppure fuggendo celata da una cortina di nero (Langridge et al. 2007).  
L’inchiostro è un valido meccanismo difensivo: può intorbidire l’acqua circostante e può 
creare un’immagine (falsi corpi o pseudomorfi ) per distrarre il predatore, dando il tempo 
alla seppia di fuggire (Dorit et al, 1997). I falsi corpi, formati da nero e muco, sono ben 
definiti, grandi quanto il cefalopode che li forma e integri per diverso tempo dopo il loro 
rilascio. Sembra che il nero dei cefalopodi abbia un effetto antipredatorio: infatti sono 
presenti amminoacidi in concentrazione millimolare, come taurina, acido aspartico, acido 
glutammico, alanina e lisina, che interferiscono con la sensibilità recettoriale dei predatori 
ed evocano falsi stimoli legati al cibo (fagomimetismo). Inoltre sembra che dopa e dopamina, 
contenute nell’inchiostro del calamaro, fungano da segnale d’allarme per i conspecifici 
(Derby, 2007) . Nonostante le svariate sostanze contenute nel nero (la maggior parte delle 
quali derivate dal metabolismo della tirosina) non si sono ancora studiati approfonditamente  
gli effetti biologici di tali composti. 
 
3.4 La pesca e l’acquacoltura 
   La seppia è tra le prime dieci specie prodotte in Italia e viene catturata principalmente 
da Aprile a Ottobre su fondali sabbiosi o melmosi del Mar Adriatico, del Mar Tirreno e lungo 
le coste siciliane. In primavera nell’alto Adriatico questa specie si avvicina alla laguna di 
Venezia per emettere le uova, da cui poi schiudono le giovani seppie che migreranno verso il 
mare aperto in tarda estate. Nei mesi primaverili e autunnali questo cefalopode si pesca 
soprattutto con nasse, cestini e reti da posta mentre nei mesi invernali si cattura 
generalmente al largo della costa con reti a strascico. Tale sistema è molto sfruttato nel Mar 
Mediterraneo da parte di Italia, Spagna e Tunisia, anche se  danneggia i fondali, cattura 
prevalentemente le giovani seppie migratrici, determinando un’enorme perdita di futuri 
riproduttori, e traumatizza maggiormente gli animali. L’avulsione dei tentacoli, la rottura 
degli occhi e la lacerazione dell’epidermide e del mantello sono tra i traumi più frequenti che 
svalutano il prodotto. Al contrario, gli attrezzi da posta come tramagli e trappole (nasse e 
cogolli) selezionano esclusivamente la popolazione adulta, non perturbano i fondali e non 
stressano meccanicamente l’animale ottenendo così un prodotto migliore (Lucchetti, 2004). 
I traumatismi ritrovati nei cefalopodi, soprattutto nei soggetti di piccola taglia, in seguito 
a determinate tecniche di pesca, non sono da sottovalutare. La rottura dello stomaco, in 
seguito a schiacciamento, con fuoriuscita del contenuto alimentare e la rottura della sacca 
del nero con imbrattamento della carcassa rendono il prodotto facilmente deperibile 
nonostante l’azione del freddo; infatti l’animale presenta precocemente una tinta rosa 
violacea, più scura nei punti unti di nero, che non scompare neppure durante la cottura. Un 
ulteriore imbrattamento si può avere durante la manipolazione del mollusco prima del 
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mercato o durante le operazioni di vendita all’ingrosso, e  nonostante ripetuti lavaggi, 
l’inchiostro non viene mai dilavato completamente.  
Non sono state stabilite dalla legge taglie minime di cattura e commercializzazione dei 
cefalopodi. Tuttavia, i locali Compartimenti Marittimi disciplinano l’attività di cattura nel 
periodo primaverile-estivo, quando si sovrappongono molti sistemi di pesca in un’area 
limitata. La piccola pesca costiera spesso accusa le vongolare, in particolare, di disturbare la 
riproduzione delle seppie distruggendo i loro habitat (Lucchetti, 2004). 
 
Il continuo depauperamento delle risorse marine a causa dell’intensa attività di pesca e 
l’incremento della richiesta di prodotti della pesca da parte dei consumatori, trovano 
nell’acquacoltura una possibile risposta. Il veloce accrescimento e il breve ciclo vitale della 
seppia implica brevi periodi produttivi e quindi bassi costi, aumentando l’interesse 
economico per questa specie. Negli ultimi anni si stanno conducendo molti studi concernenti 
l’acquacoltura della Sepia officinalis che è stata allevata estensivamente in Portogallo e in 
Tunisia.  Ciò ha permesso di riscontrare diversi problemi: la diminuzione della fertilità in 
cattività, la richiesta di nuovi riproduttori ad ogni ciclo, la difficoltà di trovare una dieta poco 
costosa e idonea ai diversi stadi vitali della seppia, il cannibalismo e il sistema immunitario 
aspecifico che non garantisce un’adeguata immunità in coltura intensiva (Sykes et al., 2006). 
È auspicabile che in futuro la ricerca scientifica possa risolvere queste difficoltà, 
permettendo lo sviluppo e la diffusione dell’acquacoltura anche dei cefalopodi. 
 
3.5 Valore nutrizionale 
La parte edibile del mollusco è circa il 50%, la carne è molto gustosa e facilmente 
digeribile. Dal punto di vista nutrizionale vi è un elevato contenuto in proteine facilmente 
digeribili con molti amminoacidi essenziali, un buon apporto di acidi grassi omega-3 (EPA e 
DHA) e un bassissimo contenuto di carboidrati (Sykes et al., 2006). Si veda la figura 3.9. 
Se confrontati con i pesci, i cefalopodi hanno il 20% in più di proteine, l’80% in meno di 
ceneri, il 50-100% in meno di lipidi e il 50-100% in meno di carboidrati (Sykes et al., 2009). 
In 100 g di prodotto si trovano Sali minerali come potassio (273 mg), fosforo (143 mg), 
magnesio (32 mg), calcio (27 mg), zinco (4 mg), in misura minore ferro e rame e tracce di 
vitamine A, B e D (Lucchetti, 2004).  
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Figura 3.9 : Profilo nutrizionale  della seppia (dati espressi in %) (Sykes, 2006) 
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3.6 Il controllo ispettivo nei cefalopodi 
Negli ultimi decenni l’aumentata richiesta di cefalopodi, sia freschi che congelati, ha 
condotto ad incrementare gli standard qualitativi di questi prodotti (Vaz-Pires et al., 2008).  
Il Veterinario Ispettore, oltre all’identificazione della specie ittica, svolge un ruolo 
fondamentale nel controllo della freschezza e della qualità igienico-sanitaria dei prodotti 
come previsto dal Regolamento CE 854/2004.  
Secondo il Reg. CE 853/2004 i prodotti della pesca “freschi” sono definiti tali se non 
trasformati, interi o preparati (decapitati, eviscerati, sfilettati ecc…), possono essere 
conservati sottovuoto o in atmosfera protettiva e non hanno subito alcun trattamento 
diverso dalla refrigerazione. La freschezza è definita dalle caratteristiche chimico-fisiche, 
biochimiche e microbiologiche date al prodotto della pesca. Per la sua valutazione l’analisi 
sensoriale costituisce il mezzo più antico ed esaustivo, a questo scopo il Regolamento 
comunitario 2406/96 è generalmente utilizzato. Tale regolamentazione, per quanto riguarda 
i cefalopodi, si basa sui seguenti criteri: colore e integrità del tegumento, consistenza e 
colore della carne, resistenza dei tentacoli alla trazione e odore emanato dalla carcassa 
(figura 3.10). In base ai precedenti parametri i cefalopodi catturati vengono divisi in tre 
categorie di freschezza: E (extra) alta qualità,  A media qualità e B soddisfacente. Tuttavia 
tale suddivisione non considera le differenze biologiche e nutrizionali delle diverse specie di 
cefalopodi, per questo motivo Sykes e collaboratori (2009) hanno sviluppato un “Quality 
Index Method” (QIM) che permette di definire, attraverso i nostri sensi, la freschezza e la 
shelf-life della seppia. Pertanto una seppia fresca dovrebbe presentare: il mantello ben 
disteso, non incavato,  con una pigmentazione brunastra e lucida dorsalmente e 
un’iridescenza diffusa, lucida e biancastra ventralmente, la cute resistente, ben aderente al 
muscolo e integra (anche se si è già fatto notare che le condizioni del tegumento e dello 
strato cromatoforico dipendono molto dal metodo di pesca), la testa consistente con il globo 
oculare non incavato né liquefatto, pupilla nera brillante e cornea trasparente, i tentacoli 
resistenti anche in seguito a trazione, con ventose non rimuovibili, e un lieve odore di mare. 
Si vedano le figure da 3.10 a 3.13. All’apertura della cavità palleale, i ctenidi si presenteranno 
color crema e non liquefatti, la tasca del nero avrà una superficie corvina con riflessi 
iridescenti e il suo contenuto sarà nero, non color vinaceo, e liquido (se fosse granulare 
indicherebbe che la seppia ha subito un processo di congelamento) e la carne sarà 
madreperlacea e soda.   
Per intraprendere una valida ispezione bisogna considerare il colore originale della carne 
di ogni specie. Infatti appena pescati, le carni di calamaretti e i calamari sono chiare e 
diafane, quelle di totani e seppiole sono più opache, mentre quelle di seppie e polpi, avendo 
maggior tessuto connettivo e muscolare, si presentano con una colorazione più densa e 
opaca. A seguito dei processi di disidratazione, di degradazione e di refrigerazione, le carni si 
opacizzano virando gradualmente verso il bianco. Considerando il colore originale della 
carcassa, se si  riscontrano carni bianche in calamari e calamaretti queste non sono 
commestibili, mentre in totani e seppiole sarà meno grave e, infine, in seppie e polpi sarà del 
tutto normale. Generalmente quanto maggiore è la modificazione del colore e la 
diminuzione della consistenza della carne, tanto minore è il grado di freschezza del prodotto.  
Nei nostri mercati ittici un’altra indicazione di provenienza e freschezza può essere 
ottenuta osservando le dimensioni dell’animale in relazione alla stagione: le seppie inferiori 
ai 100 g di peso si troveranno da agosto a novembre mentre quelle superiori ai 300 g si 
troveranno nei mesi invernali. 
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Durante l’esame ispettivo si può osservare nei cefalopodi interi e specialmente in quelli 
decapitati, eviscerati e preparati in fette, un colore bianco cereo e un odore acido o un 
colore giallognolo e un odore amarognolo. Ciò indica carni disidratate, vizze e flaccide nel 
primo caso, e carni particolarmente viscide con un certo tono iniziale nel secondo caso; in 
entrambe le situazioni il prodotto verrà sequestrato. 
I processi degradativi nei Cefalopodi sono diversi rispetto ai Pesci: il rigor mortis è meno 
pronunciato e breve, la composizione nutrizionale favorisce le reazioni enzimatiche 
endogene anziché quelle batteriche, l’autolisi iniziale si protrae per un lungo periodo e la 
fragile e sottile cute non funge da barriera nei confronti della penetrazione di microrganismi 
alteranti. Tuttavia la bassa concentrazione di specific spoilage organisms, ossia di agenti 
specifici della putrefazione (SSO), ritrovata nei Cefalopodi refrigerati dimostra che l’azione 
enzimatica endogena è talmente rapida ed efficace da non permettere il tempo ai 
microrganismi di penetrare nei tessuti profondi. L’autolisi enzimatica endogena è, quindi, la 
maggior responsabile dei cambiamenti sensoriali percepibili durante il deperimento del 
prodotto e il muscolo dei Cefalopodi tende ad essere meno invaso da batteri rispetto a 
quello dei Pesci (Vaz-Pires et al., 2008).  
La shelf-life delle seppie refrigerate, stabilita attraverso il QIM, è di 8 giorni, con un 
accuratezza di 1 giorno. Questo dato è stato confermato dagli aumentati livelli biochimici di 
azoto basico volatile totale (TVB-N) e di trimetilammina (TMA) tra l’ottavo e il decimo giorno 
di conservazione in ghiaccio. L’azoto basico volatile totale è dovuto alle reazioni di composti 
azotati non proteici e rappresenta uno stadio di degradazione avanzata della carcassa. La 
trimetilammina si forma in seguito alla graduale riduzione dell’ossido di trimetilammina da 
parte dei batteri e degli enzimi autolitici del muscolo, e conferisce al prodotto quel tipico 
odore di pesce (Sykes et al., 2009). I limiti accettabili di tali composti dipendono dalla specie 
e dalle condizioni di refrigerazione.  
Nella parte edibile dei prodotti ittici sono previsti, da parte dell’UE, controlli a campione 
di residui di contaminanti chimici soprattutto metalli pesanti come Mercurio, Piombo e 
Cadmio. I limiti di metalli previsti per legge (Reg. CE 1881/2006) sono i seguenti: 0,5 mg/kg 
per il Mercurio, 1 mg/kg per il Piombo e 1 mg/kg per il Cadmio.  
Per verificare la salubrità e l’igiene dei prodotti il Veterinario Ufficiale può effettuare 
controlli microbiologici a campione. Nel prossimo capitolo verranno trattati esaustivamente i 
pericoli microbiologici e chimici legati al consumo di seppie. 
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Figura 3.10: Seppie fresche 
 
Figura 3.11: particolare di seppia, l’occhio è vivido 
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 Figura 3.12: parte latero-dorsale del mantello, notare la luminosità del tegumento 
(Orlandi, 2010) 
 
 
Figura 3.13: parte ventrale del mantello iridescente 
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3.7 I pericoli igienico-sanitari legati al consumo di seppie 
Un alimento può essere considerato pericoloso per la salute umana quando contiene: 
microrganismi patogeni per l’uomo, loro tossine o prodotti del loro metabolismo oppure 
residui di composti chimici naturali o di sintesi, organici o inorganici che possono indurre 
patologie nell’uomo (metalli pesanti, antibiotici, ecc…). 
Si sottolinea che nei seguenti Capitoli verranno trattati i pericoli microbiologici e chimici 
della parte edibile della seppia, considerata come, dalla normativa vigente, la parte 
muscolare. Pertanto verranno presentati diversi studi effettuati sul muscolo di seppia, 
poiché nulla in letteratura sembra considerare il nero di seppia da questo punto di vista. 
 
3.7.1 I pericoli microbiologici  
I prodotti deIla pesca sono facilmente deteriorabili e soggetti a contaminazione da parte 
della flora microbica durante la conservazione del prodotto stesso. Esiste una microflora 
autoctona, non patogena, tipica delle acque marine (Pseudomonas, Acinetobacter, Vibrio 
spp. ecc…) e responsabile in parte dei processi di deterioramento post-mortem (SSO) e una 
microflora alloctona, accumulata nell’animale durante il passaggio acqua-terra che può 
essere formata da batteri alteranti o patogeni (Salmonella spp, Vibrio enteropatogeni, 
Listeria spp. ecc…). Durante la manipolazione e la conservazione del prodotto aumenta la 
probabilità che i microrganismi, provenienti dalla cute, dai ctenidi o dall’intestino, possano 
contaminare le masse muscolari. Ciò avviene maggiormente nei pressi dei centri ittici di 
sbarco, nei mercati ittici all’ingrosso, durante il trasporto e nel banco di vendita 
(Subramanian, 2007). Il mantenimento della catena del freddo e le buone prassi igieniche di 
lavorazione del prodotto permettono di rallentare la crescita dei suddetti batteri.  
Nel muscolo di Sepia officinalis fresca italiana, è stata rilevata una carica microbica 
mesofila totale (CMT) di 8,8x105 UFC/g , non molto diversa rispetto alle cariche microbiche 
presenti in polpo, moscardino e calamaro (Costa et al., 2011). Nei prodotti ittici è 
considerata accettabile una carica microbica inferiore a 107 UFC/g (Tiecco, 2000). 
 In uno studio australiano la carica microbica totale rilevata in Sepia pharaonis fresca era 
di 2,4x107 UFC/g , ridotta a 9,7x106 UFC/g in seguito a cottura o a 9,9x104 UFC/g in seguito a 
congelamento (Subramanian, 2007). Quindi se il prodotto viene mantenuto a temperature 
idonee, manipolato adeguatamente e consumato cotto non dovrebbe costituire un pericolo 
per la salute umana.  
Uno studio microbiologico sulle seppie congelate e decongelate importate da paesi 
extracomunitari (sud est asiatici), condotto da Bertini e collaboratori (2004), ha evidenziato 
valori elevati di carica microbica totale nel 42% dei campioni congelati (dell’ordine di 106 e 
107 UFC/g) e nei campioni decongelati (105 - 106 UFC/g). Il 14,3% dei campioni congelati e il 
2,9% dei campioni decongelati presentavano valori dell’ordine di 103 coliformi totali, in un 
campione si è rilevato Staphylococcus aureus con concentrazioni dell’ordine di 102 (non 
considerate tali da poter produrre l’enterotossina che è causa di tossinfezioni alimentari), 
mentre vi era una bassa presenza di E.coli (<5UFC/g) e una completa assenza di Salmonella e 
Vibrio cholerae. Questi dati rispecchiano una scarsa igiene generale e/o una catena del 
freddo non mantenuta costante durante la raccolta, la manipolazione, il deposito e il 
trasporto fino ai centri ittici italiani.  
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Le specie di Vibrionaceae più frequentemente associate a malattia alimentare da 
consumo di alimenti crudi o poco cotti sono Vibrio parahaemolyticus, seguito da 
V.alginolyticus.  
Vibrio parahaemolyticus, patogeno scatenante una gastroenterite acuta in seguito al 
consumo di molluschi crudi o poco cotti, è stato isolato nell’8,7% delle seppie congelate e 
decongelate thailandesi (Bertini, 2004). In paesi, come il Giappone, dove c’è un alto consumo 
di cefalopodi, spesso ingeriti crudi, la patologia legata a questo batterio è molto diffusa. Nel 
nostro paese, dove le seppie vengono consumate ben cotte, potrebbe essere considerata 
rischiosa l’infezione da Vibrio parahaemolyticus qualora avvenissero contaminazioni crociate 
tra l’alimento cotto e altri prodotti della pesca crudi (Tiecco, 2000).   
Anche Vibrio alginolyticus si trova nelle acque marine, esso può causare otiti, infezioni di 
ferite e sembra essere responsabile della produzione della tetraodotossina nei 
Tetraodontidae come pesce palla e nel polpo del genere Hapalochlaena che vive nell’Oceano 
Indiano e Pacifico.  
Vibrio vulnificus ,alofilo e presente nelle acque di estuari, è il più patogeno della famiglia: 
è responsabile di una setticemia fulminante in seguito all’ingestione di molluschi crudi e 
infezioni di ferite cutanee a contatto con acque o pesce inquinato.  
Listeria spp è stata isolata nei prodotti ittici congelati come seppie, polpi, calamari e 
crostacei non sottoposti a cottura (Kuzmanovic, 2011). 
3.7.2 I pericoli parassitari 
I Cefalopodi sporadicamente, soprattutto rispetto ai pesci sgomberiformi, possono 
ospitare larve di nematodi come Anisakis. L’anisakidosi è una zoonosi in cui l’uomo è un 
ospite paratenico e s’infesta ingerendo prodotti della pesca crudi o poco cotti contenenti 
larve vive del nematode. La patogenicità delle larve di Anisakis è legata alla capacità di 
perforare la mucosa intestinale umana e determinare una gastroenterite necrosante o una 
forma allergica. Tra i Cefalopodi pescati nel Mar Mediterraneo l’Anisakis è stato segnalato in 
Todarodes sagittatus, Illex coindetii ed in un esemplare di Sepia officinalis pescata vicino a 
Messina (Costa et al., 2011). Poiché si è diffusa ampiamente l’abitudine di consumare 
cefalopodi freschi e crudi in diverse regioni italiane, non si deve sottovalutare il rischio per il 
consumatore e quindi sottoporre questi molluschi a trattamenti devitalizzanti nei confronti 
delle larve (congelamento a -20°C per 48 ore). 
 
3.7.3 I pericoli derivanti dai Metalli pesanti  
Negli ultimi anni l’Unione Europea ha finanziato molti studi scientifici per identificare le 
dosi massime assumibili di metalli tramite gli alimenti. I metalli nell’ecosistema sono legati 
alle attività antropiche che portano ad un sempre maggior inquinamento del suolo, dell’aria 
e dell’acqua. I contaminanti chimici sono presenti quindi nel nostro ambiente e giungono al 
vertice della piramide alimentare, fino all’uomo, tramite fenomeni di biomagnificazione nella 
catena biologica. I molluschi marini sono capaci di trattenere e concentrare una grande 
varietà di metalli e altri elementi provenienti dall’ambiente inquinato senza manifestare 
intossicazione (Couch e Fournie, 1993). 
Le metallotioneine, particolari proteine che legano i metalli, sono presenti in numerosi 
organismi acquatici e sono coinvolte nell’assorbimento, accumulo e detossificazione di molte 
sostanze. La sintesi di tali proteine, indotta da metalli e altri xenobiotici, non è sufficiente a 
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spiegare la tolleranza, alcune volte molto elevata, dei molluschi nei confronti dei metalli. Si è 
osservato che i Cefalopodi e i Gasteropodi predatori presentano alte concentrazioni di 
Cadmio indipendentemente dalla contaminazione della zona di cattura (Ghidini et al., 2002).   
Nonostante la seppia abbia una breve vita (2 anni circa), essa possiede un forte 
meccanismo di bioaccumulo che le permette di tollerare alte concentrazioni di metalli. In 
uno studio condotto su seppie pescate nel Mar Mediterraneo orientale si è notato che il 
mantello di questo cefalopode è ricco di Cd, Cu, Zn e Fe con valori, dell’ordine dei 
microgrammi, variabili durante l’anno: Cd, Zn e Fe sono più elevati in primavera, Cu è 
maggiore in autunno; mentre non c’è relazione tra la taglia dell’animale e la quantità di 
sostanza chimica accumulata (Ayas, 2011).  
L’alto Mare Adriatico è poco profondo, con poche correnti, accoglie importanti zone 
industriali e le acque del Po, fiume che attraversa la Pianura Padana con i suoi insediamenti 
urbani, industriali e attività zootecniche. Tutti i precedenti motivi fanno si che le acque di 
questo mare e i suoi “abitanti” possano concentrare diversi metalli pesanti. Ghidini e colleghi 
(2002), analizzando alcuni cefalopodi dell’Adriatico, hanno rilevato nella seppia una 
concentrazione di Rame maggiore nell’epatopancreas rispetto al muscolo, tuttavia bisogna 
considerare che l’emocianina stessa (Cap 3.2.4) contiene alte quantità di tale sostanza per 
cui nei Cefalopodi è fisiologico una maggior presenza di questo elemento. Anche lo Zinco, 
con livelli inferiori rispetto ad altre specie analizzate (polpo e molluschi bivalvi)  e il Cadmio, 
con concentrazione inferiore rispetto al calamaro, si concentravano maggiormente nella 
ghiandola digestiva, mentre l’Arsenico era molto elevato nel muscolo (37,8mg/kg e 
66,9mg/kg) e il Mercurio era distribuito in entrambi gli apparati, dato confermato anche da 
uno studio portoghese (Pereira, 2009). È difficile valutare la pericolosità dell’Arsenico negli 
animali marini poiché la frazione organica, cioè legata a molecole organiche,  venendo 
rapidamente metabolizzata non è tossica, solo la frazione inorganica di tale elemento è 
pericolosa per l’uomo, tuttavia le informazioni riguardanti tale parte negli alimenti sono 
scarse. Il Cadmio per questi animali è in prevalenza di origine alimentare mentre l’Arsenico e 
il Mercurio provengono dalle acque inquinate fornendo un indicazione sul grado di 
polluzione ambientale (Ghidini et al., 2002).  
Bustamante e collaboratori (2002) hanno studiato nelle seppie adulte, in quelle giovani e 
nelle uova la capacità di bioaccumulo del Cadmio proveniente dalle prede, dall’acqua e dai 
sedimenti del fondale. Hanno concluso che l’alimentazione è la prima via di accumulo di 
questo metallo e la ghiandola digestiva è il primo sito di deposito e detossificazione di tale 
elemento, confermando gli studi di Ghidini e collaboratori (2002). L’inquinamento 
dell’ambiente acquatico ha evidenziato un efficiente accumulo del Cadmio nel mantello e 
nella testa direttamente in contatto con il fluido e una rapida decontaminazione dopo 
l’inserimento degli animali in acqua non inquinata, confermando il muscolo come parte non 
pericolosa per la salute umana.  
Il Mercurio è considerato tossico per l’uomo quando è in forma organica e soprattutto 
metilato (dimetilmercurio), tale forma è presente nel 90% del mercurio totale dei prodotti 
della pesca, pertanto l’EFSA ritiene tali alimenti più a rischio di altri (Reg. CEE 1881/2006). 
Nel Mar Adriatico si è osservato che alcuni organismi marini pescivori, tra cui i calamari, 
hanno superato il limite di legge fissato dall’UE probabilmente in conseguenza del fenomeno 
di bioaccumulo (Perugini, 2009).  
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3.7.4 Le biotossine acquatiche 
Tali sostanze sono prodotte da alghe unicellulari microscopiche presenti nell’ambiente 
marino, veicolate dal plancton, assorbite e accumulate dai molluschi bivalvi, dai crostacei e 
dai pesci planktivori. Poiché questi animali vengono predati dai cefalopodi, importanti 
membri della catena alimentare, si sono trovate alte concentrazioni di acido domoico nella 
ghiandola digestiva (241,7µg/g) e nei cuori secondari, entrambi sistemi di detossificazione, 
del polpo e della seppia (Costa et al., 2005). L’acido domoico, un amminoacido neurotossico 
appartenente al gruppo Amnesic Shellfish Poison (ASP), legandosi irreversibilmente ai 
recettori cellulari per il glutammato provoca una depolarizzazione neuronale devastante e 
una perdita permanente della memoria a breve termine nei mammiferi. La seppia comune, 
insieme ad altri Cefalopodi, ha un ruolo centrale nella catena alimentare marina e potrebbe 
essere un nuovo vettore di acido domoico ai predatori, come i mammiferi marini, che sono 
al vertice della catena trofica. Poiché tale biotossina si è riscontrata raramente e in bassi 
livelli nel muscolo della seppia (0,7µg/g), tale prodotto ittico non dovrebbe causare 
un’intossicazione nell’uomo se consumata solo la parte edibile. Nonostante tutto in alcuni 
paesi le giovani seppie vengono consumate intere, non eviscerate, e in questi casi potrebbe 
essere presente un rischio per la salute umana (Costa et al., 2005). Considerato il consumo 
del nero di seppia e la vicinanza della sacca con la ghiandola digestiva, non si può escludere 
che questo alimento possa contenere acido domoico e quindi essere potenzialmente 
pericoloso. Questa è un’ipotesi da accertare nei prossimi studi dato che nemmeno Costa e 
collaboratori hanno considerato il nero nella loro ricerca di acido domoico nella seppia.  
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4 IL NERO DI SEPPIA 
La prima descrizione della sacca del nero della seppia fu data da Aristotele, il quale riportò 
che tale animale presentava, al posto dell’intestino, un organo contenente un pigmento 
nerastro. Oggi tale pigmento è conosciuto come melanina e l’organo deputato alla sua 
continua formazione è la “ghiandola del nero” situata nella parte inferiore della sacca (Russo 
et al., 2003). Tale struttura è altamente specializzata e formata da cellule cilindriche che 
presentano nuclei basali e vacuoli con granuli melaninici nella parte secretoria apicale. Le 
cellule immature sono presenti nella porzione più basale della ghiandola mentre altre 
cellule, più mature, si trovano verso il lume dell’organo. Quando la maturazione cellulare è 
completa, le cellule degenerano e la melanina viene riversata nel lume della ghiandola, 
accumulata nella sacca e eiettata, insieme agli altri componenti dell’inchiostro, nei momenti 
di pericolo (Palumbo, 2003). Poiché tale sostanza si trova in maggiori quantità nella seppia 
essa viene anche indicata con il termine di sepiomelanina. Questa molecola non idrosolubile 
deriva dalla conversione del dopacromo proveniente da una serie di metaboliti intermedi 
originati dal dopachinone prodotto dall’ossidazione della tirosina (Russo et al., 2003). La 
melanogenesi avviene grazie ad enzimi come tirosinasi e perossidasi, mentre la produzione 
di nero e la sua eiezione dalla sacca sembrano essere modulati da N-metil-D-aspartato 
(NMDA), ossido d’azoto (NO) e GMPciclico contenuti anche a livello di gangli nervosi in 
prossimità degli sfinteri della sacca e dei muscoli del mantello (Palumbo, 2003). Le funzioni 
della melanina sono ancora in parte sconosciute, tuttavia è certo che essa può funzionare 
come agente antiossidante rimuovendo il perossido di idrogeno nei tessuti (Derby, 2007).  
Il nero di seppia, oltre a contenere grandi quantità di melanina, è formato anche da muco, 
tirosinasi, dopamina, L-DOPA e, in misura minore, amminoacidi come taurina, acido 
aspartico, acido glutammico, alanina e lisina. La tirosinasi del nero sembra indurre l’apoptosi 
di alcune cellule tumorali in vitro (Russo et al., 2003). La dopamina e L-DOPA, derivati dal 
metabolismo enzimatico delle tirosinasi, funzionano da segnale d’allarme per i conspecifici. 
Molte delle altre sostanze contenute nel nero non sono ancora state analizzate e non si 
conoscono le loro funzioni (Derby, 2007). 
Le secrezioni della tasca del nero hanno una densità di 0,788 e pH neutro, sono untuose al 
tatto e appaiono nere con riflessi metallici, ma con il tempo diventano di colore violaceo, 
vinoso (Palese e Palese, 1991). Nei cefalopodi freschi il nero è allo stato liquido, è denso e  
oleoso, mentre, nelle seppie congelate, è cristallizzato, granuloso come la sabbia e più 
opaco.  
In letteratura scientifica non si reperiscono informazioni concernenti il profilo chimico e 
microbiologico del nero di seppia. Tale prodotto viene sempre considerato da un punto di 
vista biochimico per la presenza di particolari enzimi come le tirosinasi, ma mai sotto un 
aspetto nutrizionale e quindi igienico sanitario. Infatti questo è il primo studio scientifico che 
si propone di colmare questo vuoto di conoscenze nell’ambito sanitario del prodotto. 
 
4.1 Uso farmacologico e cosmetico 
L’inchiostro dei Cefalopodi può inibire la trascrittasi inversa con effetti antiretrovirali e 
avere proprietà antimicrobiche. In particolare il nero di femmine di Sepia pharaonis ha 
effetti citotossici diminuendo il numero di fibroblasti vitali di embrioni di pollo (Senan et al., 
2013).  Sempre nell’inchiostro di S.pharaonis sono stati dimostrati gli effetti antimicrobici 
 46 
 
degli estratti del nero nei confronti di Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis 
e Klebsiella pneumoniae (Nithya et al., 2011). Dati questi studi, il nero di seppia potrebbe 
essere impiegato nella terapia antibatterica nei confronti di quei microbi antibiotico-
resistenti.   
In uno studio cinese è stato identificato un oligopeptide proveniente dal nero di seppia 
che sembra avere potenti proprietà antitumorali (Ding et al., 2011). 
Inoltre tale prodotto della seppia sembra trovare applicazione come medicinale 
omeopatico negli squilibri ormonali delle donne (Senan et al., 2013). 
Il nero di seppia è utilizzato nella cosmesi come prodotto naturale in mascara e eye-liner. 
 
 
4.2 Uso gastronomico 
Particolari preparazioni gastronomiche vengono prodotte con la “borsa del nero” e il suo 
contenuto, previa apertura e lavaggio della sacca. Soprattutto nella Cucina italiana si 
riscontrano numerose pietanze come risotto con il nero, pasta nero e piselli ecc... Sono 
documentate altre ricette in cui il nero funge da condimento per primi piatti con o senza 
l’utilizzo del muscolo della seppia. 
 
4.3 Il nero di seppia come prodotto semilavorato 
Secondo la definizione di “prodotti della pesca” contenuta nel Regolamento CE 853/2004 
(Capitolo 5 di questa tesi) se il nero di seppia è destinato a consumo alimentare umano, 
diventa a tutti gli effetti un prodotto della pesca e come tale deve sottostare a tutte le regole 
igienico sanitarie contenute nel Pacchetto Igiene e alle leggi di etichettatura dei prodotti 
della pesca. Ai fini dell’etichettatura anche nel nero andrà riportato il tipo di prodotto, la 
specie ittica da dove si è estratto, la modalità e il luogo di produzione.  
Esistono svariate preparazioni commerciali con cui viene venduto il nero di seppia: dalle 
bustine di 4g alle salse contenenti tale prodotto. Nella prossima pagina saranno presentati 
alcuni esempi di etichettatura di prodotti lavorati contenenti nero di seppia (figura 4.1 e 4.2). 
Se al nero viene aggiunto sale, come nel caso delle bustine sottovuoto, esso diventa un 
prodotto della pesca “trasformato” ovvero è stato sottoposto a un trattamento che  ne ha 
cambiato l’aspetto originario di “fresco” pertanto è soggetto al Regolamento CE 1224/2009.  
Come si può notare nella figura 4.1 l’etichettatura del prodotto non è completa: sebbene 
sia presente la specie ittica di provenienza con la dicitura “seppia”, non è presente la zona 
FAO di cattura delle seppie, né la modalità e il luogo di produzione.  
 
 47 
 
  
Figura 4.1: Bustina contenente il nero di seppia 
 
 
 
 
 
Figura 4.2: salsa a base di pomodoro, di seppie e di nero di seppia 
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5 LEGISLAZIONE  
I Regolamenti dell’Unione Europea in materia igienico-sanitaria che costituiscono il 
Pacchetto Igiene (Reg. CE 178 del 2002 e 852, 853 e 854 del 2004) evidenziano l’importanza 
della sicurezza alimentare lungo tutta la filiera, compresa la produzione primaria.  
I Regolamenti 852/2004 e 853/2004 contemplano l’adozione di corrette prassi igieniche 
anche per la produzione primaria, in particolare di adeguate misure di controllo delle 
contaminazioni, e adottano, in base alla valutazione dei rischi, determinati criteri 
microbiologici e temperature idonee da applicare agli alimenti lungo la filiera. L’OSA, 
operatore del settore alimentare, è responsabile dei prodotti immessi sul mercato che 
diventano alimenti dal momento della raccolta. 
Il Regolamento 178/2002 fa riferimento all’obbligo di rintracciabilità degli alimenti e alla 
gestione delle procedure di rintracciabilità in corso di ritiro/richiamo dei prodotti dal 
mercato. Ai fini della rintracciabilità del prodotto serve prima aver effettuato la tracciabilità, 
ovvero l’OSA deve raccogliere, registrare e archiviare le informazioni relative ai prodotti ittici 
nelle diverse fasi dell’attività; tali registrazioni per quanto concerne i prodotti della pesca 
freschi devono essere conservate per 90 giorni. 
Il Regolamento CE 853/2004 (Sezione VIII) definisce i Prodotti della pesca come “animali 
marini o di acqua dolce, selvatici o di allevamento, e tutte le forme, parti e prodotti 
commestibili di tali animali”. Da questa definizione si evince che il nero di seppia è un 
prodotto della pesca e come tale è soggetto alla suddetta normativa. Inoltre tale alimento 
proveniente dalla seppia fresca si può considerare un prodotto della pesca fresco poiché non 
subisce nessun trattamento termico diverso dalla refrigerazione. Per quanto concerne il nero 
di seppia confezionato in busta con l’aggiunta di sale, bisognerebbe capire in dettaglio il 
processo produttivo di tale alimento poiché se ha subito trattamenti termici, per aumentare 
la shelf life (come si è già potuto vedere la sua conservazione dura ben 2 anni), lo si 
considera un prodotto della pesca trasformato. 
Il Regolamento CE 1881/2006 riporta in allegato i tenori massimi di alcuni contaminanti 
alimentari come i metalli pesanti (Piombo, Mercurio e Cadmio). In tale allegato vengono 
considerati i cefalopodi “senza visceri” ovvero viene escluso il nero perché non supposto 
parte edibile. Questa dimenticanza involontaria da parte del legislatore si auspica possa 
essere ordinata anche in seguito ai risultati di questo lavoro, soprattutto considerando che la 
maggior parte del nero confezionato in bustina proviene da paesi extra-europei nei quali 
l’attenzione all’igiene di manipolazione degli alimenti non è certo paragonabile a quella che 
vige nei nostri paesi CE. In questo studio si è considerato il nero come parte edibile della 
seppia insieme al muscolo, pertanto i limiti di metalli pesanti considerati sono quelli proposti 
dal Regolamento sopra citato.  
Il Decreto legislativo 109/92 (etichettatura dei prodotti alimentari), il Reg. CE 104/2004 e 
2065/2001 regolamentano l’etichettatura dei prodotti della pesca i quali devono avere 
un’etichetta “speciale” che permetta al consumatore di conoscere la provenienza di tali 
prodotti. Quindi in tale etichetta devono essere riportati: la denominazione commerciale 
della specie venduta, il metodo di produzione (pescato o allevato) e la zona di cattura o di 
allevamento (zona FAO).  
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6 MATERIALI E METODI 
In questo studio dal 2011 al 2013 sono state raccolte complessivamente 186 seppie, Sepia 
officinalis e Sepia pharaonis, alcune fresche provenienti dal Mare Adriatico (zona FAO 37.2.1) 
e altre congelate pescate nel Mare Egeo (FAO 37.3.1) e negli Oceani Atlantico (FAO 27 e 34) 
e Indiano (FAO 51.3 e 51.4). Da questi animali si è estratto la sacca del nero e si è prelevata 
una porzione di mantello, in tal modo si sono ottenuti 93 campioni di nero per l’analisi 
microbiologica, 75 campioni di nero e altri 75 di muscolo per l’analisi chimica.  
Le seppie fresche, dopo essere state pescate in giornata nell’alto Adriatico sono state 
prelevate presso il mercato ittico di Chioggia e trasportate in laboratorio entro un’ora circa, 
a temperatura di refrigerazione, per l’analisi microbiologica. Le seppie congelate, provenienti 
da altri paesi, sono state prelevate dal mercato ittico all’ingrosso di Chioggia e trasportate al 
laboratorio per il prelievo del nero e del muscolo. All’arrivo nel laboratorio di Microbiologia 
degli Alimenti dell’Università di Padova, le seppie sono state identificate, registrate con un 
numero identificativo interno e poi campionate. 
Il prelievo è stato effettuato in condizioni di sterilità per evitare la contaminazione 
microbica del campione da parte dell’ambiente, dei materiali usati e dell’operatore. A tal 
scopo si sono utilizzati bunsen, forbici, pinze, guanti e soluzione fisiologica sterili. Dopo 
lavaggio esterno della seppia con soluzione fisiologica sterile si è posizionato l’animale in 
decubito dorsale e si sono effettuate due incisioni del mantello parallele alle pinne laminari. 
All’esposizione della cavità del mantello si è evidenziata subito la sacca del nero posizionata 
caudalmente, si è inciso il legamento tra la borsa e il muscolo e si è provveduto all’estrazione 
dell’organo, facendo attenzione a non lacerare i tessuti. La sacca e il contenuto sono stati poi 
posti all’interno di contenitori sterili simili a quelli per le analisi delle urine. Per quanto 
concerne il prelievo del muscolo, esso non ha necessitato di sterilità poiché le analisi che lo 
hanno riguardato sono di tipo chimico, per cui questo è stato effettuato in un secondo 
momento. Circa 30 g sono stati prelevati dal mantello e posti nei contenitori, per poi essere 
mantenuti a temperature di congelamento in attesa del trasporto al laboratorio di analisi 
chimiche. 
I materiali utilizzati per l’analisi microbiologica dei campioni sono: micropipette graduate 
con puntali sterili, provette 10ml, cilindri graduati sterili, anse e spatole sterili, piastre Petri, 
soluzione fisiologica sterile, terreni di coltura (PCA, VRBG, OGA, GSP, MRS, BP, MYP e 
PALCAM dell’azienda Oxoid), brodi (acqua peptonata, acqua peptonata alcalinata, 
Rappaport-Vassidialis, UVM e Fraser dell’azienda Oxoid) e gallerie biochimiche Api 
(Biomérieux).  
I materiali e le apparecchiature utilizzate per l’analisi chimica dei campioni sono: 
omogeneizzatore, trituratore IKA T25 digital ULTRA-TURRAX, micro pipette graduate, 
matracci tarati classe A 50 ml, acido nitrico 69% esente da metalli ultrapuro, perossido 
d’idrogeno, mineralizzatore a microonde FKV Milestone tipo Start D, contenitori Falcon, 
acqua demineralizzata e Spettrofotometro ICP-OES Spectro Ametek 
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6.1 Metodo per l’analisi microbiologica del nero di seppia 
Alla sacca e al suo contenuto posti nel contenitore sono stati aggiunti 40 ml di soluzione 
fisiologica sterile (soluzione “madre”). Da tale soluzione è stato prelevato 1 ml e posto in 
provetta contenente 9 ml di soluzione fisiologica sterile (diluizione 1:10). Per procedere con 
l’analisi microbiologica quantitativa, atta a definire la quantità di batteri presenti nel nostro 
campione, dalla provetta (diluizione 1:10) è stato prelevato, con pipetta graduata, 1 ml e 
seminato, per inclusione, rispettivamente in PCA per la carica microbica mesofila totale 
(tecnica dell’agar germi) e VRBG per i coliformi totali (incubazione a 37°C per  24 ore) e fecali 
(incubazione a 44°C per 24 ore). Per lo studio microbiologico quantitativo di Pseudomonas 
spp., Aeromonas spp., Micrococchi, Staphylococcus spp., Bacillus spp., batteri lattici, lieviti e 
muffe si sono prelevati 0,1 ml dalla provetta e si sono spatolati nei rispettivi terreni 
(diluizione 1:100). Le piastre Petri seminate sono state poste a incubare come da Tabella 6.1. 
Per effettuare l’analisi microbiologica qualitativa, ovvero ricercare la presenza di 
particolari patogeni quali Salmonella spp., Vibrio spp. e Listeria spp. senza quantificarne la 
concentrazione microbica, si è prelevato 1 ml direttamente dalla soluzione madre (nero e 40 
ml di soluzione fisiologica sterile) e si è proceduto con tre passaggi per Salmonella e Listeria 
e 2 passaggi per Vibrio spp, come dimostrato in Tabella 6.2. 
Se si sospettava la presenza di Vibrio spp. si isolava la colonia in PCA con sale per 
escludere la presenza di Vibrio cholerae e si isolava la stessa colonia nuovamente in TCBS 
perché tali batteri sono molto labili, si effettuava poi la colorazione di Gram e il test 
dell’ossidasi. Se i batteri presenti erano Gram negativi, a forma di virgola al microscopio 
ottico e ossidasi positivi, si procedeva con l’identificazione biochimica tramite gallerie Api 
20E (Biomérieux). Altri ceppi batterici isolati venivano passati in subcoltura su Columbia 
Blood Agar (Oxoid) e poi identificati in base alle caratteristiche biochimiche, per mezzo di 
gallerie Api (bioMérieux).  
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Tabella 6.1: Analisi microbiologica quantitativa (T= temperatura e t= tempo d’incubazione) 
 
MICRORGANISMO TIPO DI TERRENO T (°C) e t(ORE) COLONIE IDENTIFICATE 
Carica microbica 
mesofila totale 
(CMT) 
PCA  
(plate count agar) 
31°C per 48 ore tutte le colonie 
cresciute 
Coliformi totali VRBG  
(violet red bile agar) 
37°C per 24 ore rosso viola superiori a 
2mm di diametro 
Coliformi fecali VRBG  
(violet red bile agar) 
44°C per 24 ore rosse viola con alone 
violaceo 
Pseudomonas spp. GSP 23°C per 48 ore violacee, superiori a 
2mm di diametro 
Aeromonas spp. GSP 23°C per 48 ore gialle e piccole 
Staphylococcus spp. BP  
(baird-parker) 
37°C per 24 ore nere con doppio alone 
Micrococchi BP  
(baird-parker) 
37°C per 24 ore nere e piccole 
Bacillus cereus BC 
(bacillus cereus) 
37°C per 24 ore blu turchesi a margini 
sfrangiati irregolari 
Lactobacillus spp. MRS  
(Man Rogosa Sharpe) 
37°C per 48 ore  
in anaerobiosi 
pallide e piccole 
lieviti e muffe OGYE 
(oxytetracycline 
glucose yeast extract) 
23°C per 48 ore lieviti e muffe 
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Tabella 6.2: Analisi microbiologica qualitativa (T = temperatura, t = tempo d’incubazione) 
 
BATTERI 1° PASSAGGIO 2°PASSAGGIO 3°PASSAGGIO COLONIE 
IDENTIFICATE 
prearricchimento T (°C)   
t (ore) 
arricchimento 
selettivo 
 in brodi  
o in  terreni  
T (°C)  
 t (ore) 
terreno 
selettivo 
differenziale 
T (°C)   
t (ore) 
Salmonella 
spp. 
acqua 
peptonata  
37°C  
24 ore 
Rappaport-
Vassidialis 
37°C  
24- 48 
ore 
XLT4 37°C  
24 ore 
nere o rosse 
con centro 
nero 
Listeria 
spp. 
UVM 37°C  
24 ore 
Fraser 37°C  
48 ore 
Palcam 30°C  
48 ore 
grigio 
metallo più 
scuro al 
centro e 
alone bruno 
(a pedina di 
dama) 
Vibrio spp. acqua 
peptonata 
alcalinata 
37°C  
24 ore 
TCBS 37°C 
24 ore 
colonie verdi o blu, tonde, inferiori 
a 2 mm (V. parahaemolyticus); 
colonie gialle o verdi con centro 
blu, superiori ai 3 mm ( Vibrioni 
apatogeni) 
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6.2 Metodo per l’analisi chimica del nero di seppia 
Venticinque campioni di nero sono stati analizzati per la composizione centesimale con 
metodo di routine per le analisi chimiche. Inoltre su 75 unità campionarie di nero e 75 di 
muscolo è stata condaotta la determinazione di Pb, Cd, Hg, As, Cr e Fe.  
I campioni di muscolo sono stati triturati con omogenizzatore per rendere la matrice 
omogenea. Sia le unità campionarie di nero che di mantello sono state poi sottoposte al 
processo di digestione con l’aggiunta di coadiuvanti chimici: 6 ± 1 ml HNO3 al 69% e 2 ± 0,1 
ml di H2O2 al 30%. Poi sono state inserite all’interno di appositi contenitori chiusi 
ermeticamente, per evitare possibili sfiatature e conseguenti perdite di materia durante 
l’irraggiamento, e inserite all’interno del mineralizzatore a microonde. Tale apparecchiatura 
è in grado di idrolizzare la matrice organica eliminando le interferenze e di favorire la 
liberazione di eventuali metalli presenti, per produrre una soluzione elementare adatta alla 
lettura con lo spettrometro. Rispetto ad un attacco acido a cielo aperto i tempi della 
digestione sono abbattuti dal microonde grazie all’irraggiamento accoppiato alla digestione 
chimica. La mineralizzazione avviene in due tempi: prima viene raggiunta la temperatura 
massima di 200°C in 15 minuti poi tale valore verrà mantenuto per altri 15 minuti. Al termine 
del processo vi è un raffreddamento a ventilazione forzata fino a raggiungere la temperatura 
ambiente.  
I campioni ottenuti vengono filtrati per eliminare ogni traccia d’impurità e portati ad un  
volume di 50 ml con acqua demineralizzata ad alta purezza. Le soluzioni vengono presentate 
al sistema ICP-OES per determinare le concentrazioni degli eventuali residui di metalli 
pesanti. Tale sistema di spettrometria ad emissione atomica sfrutta l’accoppiamento di una 
sorgente al plasma d’Argon con un rivelatore ottico. All’interno dello strumento in tubi di 
quarzo concentrici scorrono gli atomi di Argon che, eccitati dal campo magnetico generato 
da una bobina di metallo, vengono ionizzati in cationi ed elettroni, i quali andranno a 
collidere con atomi di Argon generando il plasma. Tale materia, stabile ad alte temperature, 
permette al nostro campione di raggiungere 6000-8000°C. Grazie all’alta temperatura l’unità 
campionaria si asciuga, si  vaporizza, si atomizza e infine si scompone in ioni eccitati 
(passaggio da stato liquido a solido fino a gas). L’eccitazione degli elettroni del campione 
crea dei fotoni di luce a lunghezze d’onda specifiche (emissione atomica), che vengono 
scomposte da un monocromatore (reticolo di diffrazione) e captate da uno spettrometro.  
La quantificazione dei metalli presenti nell’unità campionaria avviene confrontando le 
intensità dei segnali ottenuti con soluzioni standard di riferimento (a concentrazione nota 
per quell’analita). 
Nella Tabella 6.3 vengono presentati i limiti di rilevabilità delle prove effettuate per i 
metalli ricercati. 
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Tabella 6.3 : Limiti di rilevabilità 
Elemento chimico Campo di misura 
Arsenico 0,010-5 mg/kg 
Cadmio 0,001-1 mg/kg 
Cromo totale 0,010-2 mg/kg 
Ferro 0,010-10 mg/kg 
Mercurio 0,010-0,5 mg/kg 
Piombo 0,010-5 mg/kg 
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7 RISULTATI 
7.1 Risultati delle analisi microbiologiche del nero di seppia 
Nonostante si sia provveduto ad un adeguato rimescolamento del nero, spesso le cellule 
batteriche in sospensione si possono trovare disposte in ammassi i quali origineranno una 
singola colonia. Pertanto non si è mai certi se la colonia sviluppata è derivata dalla 
moltiplicazione di un unico microrganismo oppure da un ammasso di due o più batteri, in 
ragione di questo si adotta l’espressione del risultato ottenuto in Unità Formanti Colonie/g di 
prodotto (UFC/g). 
Nelle Tabelle 7.1, 7.2 e 7.3 sono esposti i risultati delle analisi microbiologiche.  
Si è scelto di suddividere in classi i valori di CMT per riuscire ad esprimere più 
chiaramente le caratteristiche di ogni singolo gruppo di valori.  Con la Figura 7.1 si vogliono 
illustrare più chiaramente i dati esposti in Tabella 7.1. 
Nella Tabella 7.2 si è scelto di riportare, per ogni microrganismo, anche il valore di moda 
con la relativa percentuale di frequenza sul totale dei campioni analizzati. Rispetto alla 
media delle unità campionarie, la moda è più rappresentativa del numero di colonie 
contenute nei campioni analizzati, poiché si sono rilevate alte percentuali di campioni aventi 
lo stesso intervallo di valori (<1,00 x 10 UFC/g per i coliformi e <1,00 x 102 UFC/g per tutti gli 
altri microrganismi). 
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Tabella 7.1 : Analisi microbiologica quantitativa della carica mesofila totale 
CLASSI DI CMT (UFC/g) N° CAMPIONI % CAMPIONI SU 93 CAMPIONI TOTALI 
<1,0 x 10 78 84 
1,0 x 10 – 1,0 x 102 6 6 
1,01 x 102 – 3,0 x 103 3 3 
>3,0 x 103 6 6 
 
 
 
 
Figura 7.1 : Istogramma delle classi di Carica mesofila totale riportate in Tabella 6.1 
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Tabella 7.2 : Analisi microbiologica quantitativa dei microrganismi 
MICRORGANISMI VALORE MINIMO 
(UFC/g) 
 
VALORE 
MASSIMO 
(UFC/g) 
MEDIA 
(UFC/g) 
MODA 
 
(UFC/g) % 
Coliformi totali <1,0 x 10 5,2 x 102 3,0 x 10 < 1,0 x 10 90,3 
Coliformi fecali <1,0 x 10 4,0 x 102 2,1 x 10 < 1,0 x 10 91,4 
Micrococcus spp. <1,00 x 102 9,20 x 103 1,97 x 102 <1,00 x 102 98,9 
Staphylococcus spp. <1,00 x 102 1,00 x 102 1,00 x 102 <1,00 x 102 100 
Lactobacillus spp. <1,00 x 102 3,30 x 103 1,36 x 102 <1,00 x 102 97,8 
Pseudomonas spp. <1,00 x 102 4,10 x 103 2,21 x 102 <1,00 x 102 93,5 
Aeromonas spp. <1,00 x 102 3,00 x 102 1,02 x 102 <1,00 x 102 97,8 
Bacillus spp. <1,00 x 102 9,80 x 103 2,03 x 102 <1,00 x 102 98,9 
muffe <1,00 x 102 5,00 x 102 1,03 x 102 <1,00 x 102 97,8 
lieviti <1,00 x 102 3,00 x 102 1,01 x 102 <1,00 x 102 98,9 
 
 
 
 
 
Tabella 7.3 : Analisi microbiologica qualitativa  
BATTERIO N° CAMPIONI POSITIVI SU 93 
CAMPIONI TOTALI 
% CAMPIONI POSITIVI SU 
CAMPIONI TOTALI 
BIOCHIMICO  
(N° campioni identificati) 
Salmonella spp. 0 0 N.R. 
Listeria spp. 3 3,2 3  Listeria innocua 
Vibrio spp. 18 19,4 17  V. alginolyticus  
1  V. vulnificus  
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7.2 Risultati delle analisi chimiche del nero di seppia e del muscolo 
Le analisi centesimali, riportate in tabella 7.4, hanno rivelato che 100 g di nero di seppia 
fresco contengono un basso contenuto di proteine (0,60 g), ceneri (0,71 g) e grassi (0,09 g), 
mentre i carboidrati sono inferiori al limite di rilevabilità della metodica. Il valore energetico 
medio del nero di seppia fresco è risultato pari a 3,18 kCal (14 kJ circa).  
 
 
Tabella 7.4 : Composizione centesimale del nero di seppia 
 UMIDITÀ CENERI PROTEINE CARBOIDRATI GRASSI Val energetico 
g/100g g/100g g/100g g/100g g/100g KCal Kj 
MEDIA  98,60 0,69 0,60 N.R. 0,09 3,18 13,65 
DEVIAZIONE 
STANDARD 
0,20 0,09 0,17 N.R. 0,03 0,78 2,97 
 
 
 
 
In Tabella 7.5 sono riportati i valori medi per ogni elemento ± errore standard (se) riferiti 
al muscolo e al nero di seppia e il livello di significatività (p-value). I risultati delle prove sono 
stati letti in un’ottica di confronto tra i campioni di nero e muscolo analizzati in laboratorio, 
allo scopo di individuare eventuali differenze significative (P<0,05) nell’accumulo dei diversi 
contaminanti. 
Nell’ultima riga sono riportate le somme dei valori medi di tutti gli elementi in entrambi i 
tessuti, gli errori standard e il p-value del confronto tra i valori totali di metalli presenti nel 
muscolo e nel nero.  
In seguito, per rendere più chiara ed immediata l’interpretazione della tabella 7.5, viene 
proposto il grafico (figura 7.2) che esprime le differenze tra il nero e il muscolo nei confronti 
dei singoli elementi. In ordinata è riportata la concentrazione dei metalli espressa in mg/kg e 
in ascissa i diversi elementi, mentre le barre di colori diverso esprimono il nero e il muscolo. 
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Tabella 7.5 : Confronto tra nero e muscolo (media ± errore standard) 
MUSCOLO                              
(mg/Kg) 
NERO                              
(mg/Kg) P 
Pb 0,045 ± 0,016 0,061 ± 0,016 0,446 
Cd 0,782 ± 0,52 2,778 ± 0,052 0,008 
Hg 0,040 ± 0,023 0,065 ±0,023 0,436 
Fe 2,137 ± 0,544 3,261 ± 0,544 0,147 
As 13,926 ± 0,755 6,664 ± 0,755 <0,0001 
Cr 0,060 ± 0,018 0,056 ± 0,018 0,087 
somma 16,990 ± 1,165 12,884 ± 1,165 0,014 
 
 
 
Figura 7.2 : Confronto tra nero e muscolo di seppia 
 62 
 
 
Nella Tabella 7.6 sono riportati i valori medi ± errori standard, espressi in mg/kg, dei 
metalli rilevati nelle seppie provenienti da diverse aree geografiche, senza considerare la 
differente distribuzione nei tessuti (nero e muscolo). I p-value riportati nella colonna si 
riferiscono ai confronti tra le diverse zone di provenienza dei campioni, ovvero: Mare 
Adriatico, Oceano Atlantico, Mare Egeo e Oceano Indiano. 
Nell’ultima riga sono riportate le somme dei valori medi di tutti gli elementi nelle diverse 
zone, gli errori standard e il p-value del confronto tra i valori totali di metalli presenti nelle 
diverse aree geografiche.  
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Tabella 7.6 : Confronto tra zone di provenienza 
 ADRIATICO                     
(mg/Kg) 
ATLANTICO                             
(mg/Kg) 
EGEO 
(mg/Kg) 
INDIANO 
(mg/Kg) P 
Pb 0,024 ± 0,017 0,061 ± 0,016 0,101 ± 0,030 0,026 ± 0,023 0,081 
Cd 0,015 ± 0,564 0,530 ± 0,524 0,010 ± 0,997 6,566 ± 0,782 <0,001 
Hg 0,076 ± 0,024 0,062 ± 0,022 0,053 ± 0,043 0,017 ± 0,034 0,566 
Fe 0,804 ± 0,586 3,361 ± 0,544 2,289 ± 1,035 4,341 ± 0,812 0,002 
As 10,801 ± 0,812 9,077 ± 0,754 5,857 ± 1,436 15,444  ±  1,126 <0,0001 
Cr 0,037 ± 0,019 0,063  ± 0,017 0,027 ± 0,033 0,103 ± 0,026 0,171 
somma 11,757 ± 1,254 13,156 ± 1,164 8,338 ± 2,216 26,496 ± 1,739 <0,001 
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I risultati per Pb, Cd, Hg, Fe, As e Cr sono stati analizzati secondo test ANOVA (P correlato 
ad ogni elemento) con lo scopo di identificare eventuali differenze significative tra i dati; 
nella Tabella 7.7 vengono riportate le medie ± errori standard (mg/kg) e i P corrispondenti ad 
ogni elemento. 
Per illustrare più facilmente tali risultati statistici sono riportati qui di seguito dei grafici 
(figure da 7.3 a 7.8) per ogni elemento analizzato. Ogni grafico rappresenta sia i possibili  
confronti tra il muscolo e il nero, sia i possibili confronti tra le diverse zone di cattura delle 
seppie, entrambi indicati da lettere diverse quando i valori medi sono significativamente 
diversi. 
In ordinata è riportata la concentrazione media del metallo e in ascissa la zona di 
provenienza del campione, il nero e il muscolo sono differenziati con due colori diversi. 
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Figura 7.3: Piombo: confronto tra nero e muscolo e zone di provenienza. 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.4: Cadmio: confronto tra nero e muscolo e zone di provenienza. 
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Figura 7.5: Mercurio: confronto tra nero e muscolo e zone di provenienza. 
 
 
 
 
 
Figura 7.6: Ferro: confronto tra nero e muscolo e zone di provenienza. 
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Figura 7.7: Arsenico: confronto tra nero e muscolo e zone di provenienza 
 
 
Figura 7.8: Cromo: confronto tra nero e muscolo e zone di provenienza 
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In tabella 7.8 si sono riportate le medie delle concentrazioni di tutti i metalli pesanti 
presenti nei due diversi tessuti esaminati in relazione alle diverse zone di provenienza. Il 
totale dei metalli pesanti è stato analizzato secondo test ANOVA con lo scopo di identificare 
eventuali differenze significative tra i dati; nella Tabella 7.8 vengono riportate le medie ± 
errori standard (mg/kg) e i P corrispondenti. 
Per illustrare più facilmente tali risultati statistici è riportato qui di seguito un grafico 
(figura 7.9) che rappresenta le diverse concentrazioni del totale di metalli pesanti a seconda 
delle zone per entrambi i tessuti esaminati. 
In ordinata è riportata la concentrazione media del totale dei metalli e in ascissa la zona di 
provenienza del campione, il nero e il muscolo sono differenziati con due colori diversi. 
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Tabella 7.8: Totale delle concentrazioni medie dei metalli (mg/kg) in relazione all’area 
geografica e al tessuto esaminato. Media ± errore standard 
 MUSCOLO NERO 
ADRIATICO 22,695b ± 1,773 0,818e ± 1,773 
ATLANTICO 9,527d ± 1,646 16,785c ± 1,646 
EGEO 15,917bcd ± 3,134 0,759e ± 3,134 
INDIANO 19,818bc ± 2,459 33,174a ± 2,459 
P <0,0001 
Medie seguite da lettere diverse nell’intera tabella sono significativamente diverse, a indica il valore 
maggiore secondo test ANOVA 
 
 
 
 
Figura 7.9: Totale delle concentrazioni medie dei metalli in relazione all’area geografica e al 
tessuto esaminato. 
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8 DISCUSSIONE DEI RISULTATI 
8.1 Discussione dei risultati dell’analisi microbiologica del nero di seppia 
La carica microbica totale (CMT) del nero di seppia permette di determinare il “numero di 
microrganismi” vivi presenti nel campione, essa è quindi una valutazione quantitativa della 
popolazione microbica dell’alimento al momento dell’analisi. Bisogna considerare che 
un’elevata carica microbica incide negativamente sulla shelf-life (vita commerciale) del 
prodotto. Come evidenziato nella Tabella 7.1 e nella Figura 7.1 nei campioni analizzati si 
sono riscontrate CMT diverse e si è scelto di suddividerli in classi.  
La più alta CMT (>3,0 x 103 UFC/g) presente in 6 campioni su 95, non è dovuta né ad una 
temperatura di refrigerazione inadatta durante il trasporto in laboratorio (altrimenti tutti i 
campioni della partita arrivata in laboratorio in quel giorno avrebbero dovuto avere 
un’elevata CMT), né ad un inizio dei processi putrefattivi (le seppie analizzate erano  fresche 
e la CMT non è così alta, ovvero dell’ordine di 107-108 UFC/g, da poter rappresentare 
fenomeni alterativi). L’ipotesi più accreditata per tale situazione è la possibile 
contaminazione del nero da parte di materiale fecale dato che la sacca si è lacerata in più 
punti al momento del prelievo e i valori di coliformi fecali, indice di contaminazione fecale, in 
5 campioni sono maggiori rispetto alla media delle unità campionate. Tale considerazione 
può coinvolgere anche il 3% delle sacche di nero in cui sono state riscontrate CMT 
dell’ordine di 103 accompagnate da determinazioni di coliformi fecali maggiori (dell’ordine di 
102) rispetto alla media dei campioni. Nel 6% delle unità campionarie sono stati riscontrati 
valori dell’ordine di 10 e 102UFC/g. 
La maggior parte dei campioni testati (84%) presenta cariche microbiche <1,0 x 10 UFC/g 
indice di come il nero di seppia naturalmente non sia sede d’inquinamento microbiologico. 
Questo potrebbe derivare dalle supposte proprietà antimicrobiche riscontrate nel nero di 
Sepia pharaonis da Nythia e collaboratori (2011) e quindi avvalere la tesi di tali studi.  
Inoltre se si confrontano le CMT del nero di seppia, rilevate nella maggior parte dei 
campioni testati in questo studio, con quelle del muscolo di Sepia officinalis, dell’ordine di 
105 UFC/g (paragrafo 3.7.1), si evidenzia che le concentrazioni di microrganismi nel nero 
sono inferiori rispetto al muscolo di 4 ordini di grandezza. Poiché nei prodotti ittici una CMT 
è considerata accettabile fino all’ordine di 107, il nero di seppia resta abbondantemente al di 
sotto di tale soglia. 
Poiché i coliformi fecali non sono in grado di moltiplicare nell’acqua e la sacca del nero è 
entrata in contatto solo con superfici sterili (pinze, forbici e contenitori), le concentrazioni 
dell’ordine di 102 di tale gruppo di microrganismi possono essere spiegate solo con la 
provenienza di tali batteri dal contenuto intestinale della seppia stessa, nei casi quindi già 
menzionati sopra in cui erano presenti lesioni tissutali della parete della sacca. 
Generalmente quando compare un fenomeno alterativo le specie microbiche presenti 
sono poche e sono rappresentate da microrganismi il cui sviluppo è favorito dalle condizioni 
ambientali in cui si trova l’alimento. Nel caso del nero di seppia, più “ricco” in proteine, 
rispetto a carboidrati e grassi,  e conservato in ambiente refrigerato, la maggior specie 
responsabile di processi alterativi sembra essere Pseudomonas spp. proveniente dal fondale 
o dall’acqua dove vive l’animale. La maggior parte dei campioni non presentava 
Pseudomonas spp., tuttavia le sacche del nero dove le concentrazioni erano dell’ordine di 
103, quindi superiori rispetto alla media, provenivano da esemplari con sabbia presente nella 
cavità del mantello. Altri batteri frequentemente presenti nell’ambiente e parzialmente 
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responsabili dei fenomeni alterativi degli alimenti refrigerati sono appartenenti al genere 
Micrococcus, riscontrato solo in un campione con concentrazione dell’ordine di 103.  
La ricerca degli agenti patogeni nel corso di un esame batteriologico dovrebbe essere 
condizionata dai dati epidemiologici dell’alimento esaminato, ma nel caso del nero di seppia 
non si poteva disporre di studi scientifici al riguardo, pertanto si è deciso di ricercare specie 
batteriche già riscontrate nei cefalopodi. 
In una sacca di nero si è rilevata una concentrazione di Bacillus spp. dell’ordine di 103 
UFC/g e in un altro campione si è identificato B. cereus a concentrazioni dell’ordine di 102 
UFC/g. Tale microrganismo produce diverse tossine ed è responsabile di una tossinfezione 
nell’uomo se in quantità superiore a 106 UFC/g (Tiecco, 2000). Di fronte alle concentrazioni di 
Bacillus riscontrate in questo studio si può solo affermare che, con tutta probabilità, in tali 
campioni vi è stata l’interruzione della catena del freddo che ha permesso la moltiplicazione 
dei microrganismi in quantità da non ritenersi pericolose per la salute umana. 
In nessun campione si sono mai isolati né Salmonella spp. né ceppi enterotossici di 
Staphylococcus spp.; invece, in 3 campioni su 93 si è individuata la presenza di Listeria spp, 
poi rivelatasi comunque essere Listeria innocua.  
In 17 campioni su 93 si è isolato Vibrio alginolyticus e in 1 campione V. vulnificus, il più 
patogeno del genere, tuttavia bisogna ricordare che tali batteri sono molto termolabili e 
quindi un blando trattamento termico (50°C per 15 minuti) devitalizza facilmente questi 
microrganismi. 
 
8.2 Discussione dei risultati delle analisi chimiche  
Le analisi centesimali hanno rivelato che la maggior parte del nero è formato da acqua, le 
proteine e le ceneri sono presenti in minor quantità mentre i grassi sono rilevati in tracce.  
Il valore energetico medio di nero di seppia fresco è risultato pari a 4 kCal ogni 100 g (14 
kJ), molto basso se si considera che un uomo adulto consuma mediamente 2000-2500 kCal 
al giorno. Il contenuto d’acqua è mediamente del 98,6%, il che giustifica il basso valore 
energetico.  
Come si è già trattato nel Capitolo 3.7.3 di questa tesi, i metalli pesanti si distribuiscono in 
modo diverso nell’animale: il Cadmio, il Rame e lo Zinco si concentrano soprattutto 
nell’epatopancreas, l’Arsenico si localizza soprattutto nel muscolo e il Mercurio si trova in 
entrambi i tessuti nelle stesse quantità. In questo studio si sono considerati i livelli di metalli 
pesanti, Pb, Cd, Hg, Fe, Cr e As, presenti nel nero di seppia allo scopo di verificare se le 
concentrazioni di tali elementi possono essere pericolose per la salute umana.  
Contemporaneamente si sono rilevate le quantità degli stessi metalli anche nel muscolo di 
seppia per evidenziare eventuali variazioni di concentrazione tra i diversi tessuti.  
Interessante è stato notare come le diverse zone di provenienza abbiano influenzato le 
concentrazioni chimiche di Pb, Cd, Fe e As presenti nelle seppie. 
In generale, vista la somma delle concentrazioni di tutti i metalli presenti (ultima riga della 
Tabella 7.5) nel nero e nel muscolo, si può affermare con un certa significatività (P 0,014) che 
i metalli si concentrano maggiormente nel mantello rispetto al nero.  
 
Per quanto riguarda i livelli di Piombo, presenti sia nel nero che nel muscolo di seppia, 
come riportato in Tabella 7.5, questi si differenziano in modo non statisticamente rilevante 
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(P 0,446). Come elaborato in Tabella 7.6 e in Figura 7.3, se si confrontano i valori di questo 
metallo nelle seppie in toto provenienti dalle diverse aree geografiche, queste differenze 
possono essere considerate tendenzialmente significative (P 0,081 ≈ 0,05). Pertanto si può 
affermare che la concentrazione di Pb nella seppia può essere stata influenzata dalla 
provenienza dell’esemplare, e i livelli di Piombo nel Mare Egeo sono maggiori rispetto alle 
altre zone con una certa tendenza significativa (P riportato sopra). 
Secondo il Reg. CE 1881/2006 il limite di tale metallo pesante negli alimenti, in particolare 
nei Cefalopodi, è di 1 mg/kg. Nei prodotti ittici analizzati in questo studio tale limite è stato 
oltrepassato in un campione di nero proveniente dall’Oceano Indiano (con un valore di 1,15 
mg/kg non molto superiore alla soglia di legge) mentre i valori riscontrati nei campioni di 
muscolo sono stati abbondantemente inferiori a tale soglia (valore massimo raggiunto nel 
mantello 0,43 mg/kg).  
Osservando quanto riportato in Tabella 7.5, i livelli medi di Cadmio presenti nel nero e nel 
muscolo sono significativamente differenti (P 0,008). La figura 7.2 evidenzia molto 
chiaramente che tale metallo si concentra maggiormente nel nero rispetto al muscolo. 
Questo conferma gli studi condotti da Bustamante e collaboratori (2002) inerenti al 
comportamento di accumulo del Cadmio soprattutto nei visceri, come l’epatopancreas, 
rispetto al mantello. Dalla Tabella 7.6 si possono confrontare i valori di tale elemento nelle 
seppie pescate in diverse zone FAO con un buon livello di significatività (P< 0,001) e si può 
affermare che i campioni provenienti dall’Oceano Indiano hanno concentrazioni di Cadmio 
maggiori.  
Secondo il Regolamento 1881/2006, il limite di Cadmio tollerato nei Cefalopodi è di 1 
mg/kg. Se si considera il valore medio di nero riportato in Tabella 7.5 (2,778 mg/kg) si può 
affermare generalmente che la quantità di Cadmio presente nella sacca del nero eccede i 
limiti di legge. Osservando la Tabella 7.7 o la figura 7.4 si nota che il nero (a) proveniente 
dalle seppie dell’Oceano Indiano ha un valore medio significativamente diverso rispetto ai 
campioni di muscolo (b) provenienti dalla stessa zona e agli altri campioni sia di nero che di 
mantello originari dalle altre aree geografiche. Infatti 10 campioni di nero su 13 provenienti 
dall’Oceano Indiano hanno superato il limite di legge e il valore massimo raggiunto di tale 
elemento in uno di questi campioni è stato di 44,8 mg/kg, quindi abbondantemente sopra la 
soglia tollerata dal Regolamento. Anche 5 campioni di nero su 29 provenienti dall’Oceano 
Atlantico sono oltre il limite (il valore massimo raggiunto in un campione è di 8,7 mg/kg). 
Per quanto concerne le quantità di tale elemento presenti nel mantello, solo i campioni 
provenienti dall’Oceano Indiano sono oltre i limiti di legge come si nota dalla figura 7.4. 
I campioni di nero e mantello provenienti da Mare Adriatico ed Egeo non hanno superato 
il limite di legge per il Cadmio. 
Il confronto tra nero e muscolo, per quanto riguarda la capacità di accumulare Mercurio 
in tali tessuti, non è statisticamente significativo (P 0,436) come riportato in Tabella 7.5. 
Nemmeno il confronto tra le diverse aree geografiche è significativo (P 0,566) come 
visualizzato in Tabella 7.6.  
Per tale metallo esiste il limite di legge di 0,5 mg/kg (Reg. CE 1881/2006) e mediamente 
tale valore non è superato né dal nero né dal mantello provenienti dalle diverse zone. Solo in 
un caso di nero proveniente dall’Oceano Atlantico si è riscontrata la concentrazione di 1,62 
mg/kg che oltrepassa la soglia di legge di quasi il triplo. 
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Il Ferro, elemento per il quale non esistono limiti di legge, non si può confrontare nel 
muscolo e nel nero in modo significativo (P 0,147, Tabella 7.5). Le concentrazioni di tale 
metallo nelle seppie catturate nelle diverse aree FAO sono significativamente diverse (P 
0,002, Tabella 7.6) e si può affermare che tali cefalopodi provenienti dall’Oceano Indiano e 
dall’Atlantico presentano quantitativi maggiori di questo elemento. 
Dalla Tabella 7.7 e dalla figura 7.6 si evince che i valori medi di Ferro sono maggiori nel 
nero dell’Oceano Indiano e Atlantico (a) e simili a quelli del muscolo dell’Egeo (ab) in modo 
significativo. 
Il confronto delle concentrazioni medie di Arsenico tra nero e muscolo è significativo (P 
<0,0001) e si può considerare in generale tale metallo presente prevalentemente nel 
muscolo rispetto al nero (Tabella 7.5), questo è in controtendenza rispetto agli altri metalli 
esaminati. Anche il confronto tra le diverse zone di provenienza è significativo (P < 0,0001 in 
Tabella 7.6) e questo elemento è prevalentemente presente nel nell’Oceano Indiano, nel 
Mare Adriatico e nell’Oceano Atlantico. Dall’interazione tra i diversi tessuti e le diverse 
provenienze delle seppie presentata in Tabella 7.7 e figura 7.7 (P< 0,0001) si deduce che il 
muscolo del Mare Adriatico (a) ha la quantità media maggiore, rispetto agli altri dati, mentre 
il nero proveniente dalla stessa zona (d), insieme al nero del Mare Egeo (d), ha il valore medio 
minore. Le concentrazioni presenti nell’Oceano Indiano sono simili tra i due tessuti 
considerati (b) e sono al secondo posto come valori in una scala decrescente di 
concentrazione. Al terzo posto di tale scala si trovano nero e muscolo dell’Oceano Atlantico 
(c) con concentrazioni simili, mentre il muscolo del Mare Egeo (bc) ha concentrazioni molto 
maggiori del nero della stessa zona (d) e a metà strada tra le quantità di Arsenico dell’Indiano 
(b) e dell’Atlantico (c). 
Per quanto riguarda il Cromo le differenze tra nero e muscolo sono tendenzialmente 
significative (P 0,0873 ≈ 0,05) mentre non è significativo il confronto tra le diverse aree di 
pesca (P 0,171) (Tabelle 7.5 e 7.6, figure 7.2 e 7.8).  
Se si considerano i metalli analizzati nel loro insieme (totale delle concentrazioni medie) e 
si pone a confronto la zona e il tessuto campionato, come rappresentato in Tabella 7.8 e 
figura 7.9, si può affermare che tale interazione è statisticamente significativa (P <0,0001). 
Pertanto in una scala decrescente di valori la concentrazione di metalli pesanti è maggiore 
nel nero delle seppie provenienti dall’Oceano Indiano (a), al secondo posto nel muscolo 
proveniente dal Mare Adriatico (b) e al terzo posto nel mantello dall’Oceano Indiano (bc). Nei 
campioni pescati dal Mare Adriatico e dall’Egeo, i metalli pesanti si concentrano 
maggiormente nel mantello rispetto al nero, in controtendenza rispetto ai campioni 
provenienti dagli Oceani Atlantico e Indiano. Si ipotizza che questi risultati discrepanti siano 
originati dalla taglia e dall’età delle seppie campionate, ovvero dal Mar Mediterraneo 
provenivano per lo più giovani esemplari di piccole dimensioni mentre dagli Oceani 
giungevano animali adulti medio-grandi. Considerati gli studi di Bustamante (2002) e 
Miramand (2006) riguardo all’accumulo progressivo di metalli pesanti nell’epatopancreas 
con il progredire dell’età, si può ipotizzare, vista la vicinanza della borsa del nero con la 
ghiandola digestiva, che anche le concentrazioni di metalli nel nero possano essere 
influenzate dall’età e dalla fase di sviluppo dell’animale. Questa ipotesi potrà essere 
esaminata nei futuri studi riguardo al comportamento dei metalli nel nero di seppia, 
ponendo maggior attenzione alla taglia dell’animale e al confronto con le concentrazioni 
presenti nell’epatopancreas.    
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9 CONCLUSIONI  
Questo studio è una prima indagine analitica del nero di seppia, un alimento finora 
sconosciuto e ignorato dal punto di vista microbiologico e chimico. Come già ricordato 
precedentemente, in letteratura scientifica non si sono trovati dati da confrontare con quelli 
ottenuti nel mio lavoro. A fronte di questa prima considerazione si spera che questa tesi 
possa essere utile per i futuri studi che saranno condotti su questo alimento.  
Si sottolinea che il nero di seppia, qualora sia destinato a consumo alimentare umano, 
diventa a tutti gli effetti un prodotto della pesca e come tale deve sottostare a tutti i 
Regolamenti igienico-sanitari contenuti nel Pacchetto Igiene (Reg. CE 178, 852 e 853); inoltre 
anche l’etichettatura di tale alimento seguirà i Regolamenti comunitari per i prodotti ittici. 
I risultati ottenuti portano a concludere che la composizione centesimale di questo 
prodotto descrive un alimento molto ricco d’acqua, con appena qualche traccia di proteine, 
grassi e ceneri e quasi nessun carboidrato; ciò giustifica il bassissimo apporto calorico di tale 
alimento nella nostra dieta quotidiana.  
Da un punto di vista microbiologico, considerando le ridottissime concentrazioni di 
coliformi totali e fecali e la costante assenza di batteri patogeni come Salmonella spp., 
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, si può affermare che il nero è un alimento 
igienicamente molto valido. In questo lavoro si sono riscontrate specie potenzialmente 
patogene per l’uomo, come Vibrio alginolyticus e Vibrio vulnificus, tuttavia tale presenza non 
si considera pericolosa per la salute umana se la seppia e il contenuto della sacca vengono 
consumati cotti. Nei prossimi lavori potrà essere interessante stimare la carica e le 
caratteristiche genetiche di questi patogeni.  
La stessa CMT del nero di seppia è risultata molto contenuta, ma bisogna considerare 
l’elevata accuratezza del prelievo della sacca in laboratorio, situazione che non si verifica al 
mercato ittico. Pertanto sarà opportuno valutare la qualità microbiologica del nero di seppia 
presente normalmente in commercio.  
Se prelevato e manipolato nel rispetto delle buone prassi igieniche, mantenuto a 
temperature idonee (catena del freddo rispettata) e consumato cotto tale prodotto ittico 
non costituisce un pericolo per la salute pubblica dal punto di vista microbiologico. 
La sacca del nero può essere considerata come un organo emuntore e quindi accumulare 
residui di metalli pesanti. Nonostante in questo lavoro si siano analizzati 75 campioni 
rispettivamente di nero e muscolo, è opportuno approfondire le indagini sui livelli di metalli 
raccogliendo un maggior numero di campioni poiché non in tutti gli elementi esaminati (Pb, 
Hg e Cr) è stato possibile raggiungere una sufficiente significatività dei risultati.  
 In linea generale si è evidenziato che il nero ha concentrazioni globali di metalli pesanti 
inferiori rispetto al muscolo. Tuttavia si sono riscontrate relazioni diverse tra i valori medi di 
metalli pesanti presenti nel nero e nel muscolo in base alla zona di provenienza dei 
campioni. Le concentrazioni di residui sono maggiori nel nero rispetto al muscolo 
provenienti dall’Oceano Atlantico e Indiano, mentre nei Mari Adriatico ed Egeo la quantità di 
metalli è superiore nel muscolo rispetto al nero. Tale situazione è probabilmente legata 
all’età e alla taglia degli animali campionati, quest’ipotesi può essere un punto di partenza 
per altri studi.  
Per quanto riguarda i limiti di residui di metalli pesanti presenti negli alimenti previsti dal 
Reg. CE 1881/2006, sia nel nero che nel muscolo di seppia non sono stati superati i valori 
soglia di Piombo e Mercurio. Considerazione a parte merita il Cadmio, per il quale i valori 
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rilevati nei Mari Adriatico ed Egeo e nell’Oceano Atlantico sono al di sotto della soglia 
massima consentita, mentre tale limite si è oltrepassato abbondantemente nei campioni 
provenienti dall’Oceano Indiano. 
Sarebbe interessante considerare il nero anche di altri cefalopodi pescati nelle stesse 
zone di provenienza delle seppie esaminate in questo studio e confrontare i livelli di metalli 
pesanti all’interno di questa classe di molluschi.  
Un ulteriore approfondimento nei prossimi studi sarebbe opportuno nei confronti del 
nero in bustine proveniente per la maggior parte da paesi extra-europei per conoscere i 
valori microbiologici e chimici di tale prodotto.  
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